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Das Archiv fiir Mikrobiologie : 


steht Originalarbeiten und Sammelreferaten aus dem Gesamtgebiet der pflanzlichen 
Mikroorganismen offen. Arbeiten, die nur praktischen Zwecken dienen, scheiden 


aus, wahrend im iibrigen alle wissenschaftlichen Fragen aus ,,reinen“ und ,,ange- — 
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Das ,,Archiv“ erscheint nach MaSgabe des eingehenden Materials. Der Preis des 
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veréffentlichen der Autor sich verpflichtet. 

Es ist ferner ohne ausdriickliche Genehmigung des Verlages nicht gestattet, photo- 

graphische Vervielfaltigungen, Mikrofilme, Mikrophoto u. &. von den Zeitschriften- 

heften, von einzelnen Beitragen oder von Teilen daraus herzustellen. 
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Prof. Dr. W. H. Schopfer, Bern/Schweiz, Botanisches Institut der Universitat, 

Prof. Dr. H. Tamiya, Tokio/Japan, 41, Mejiro-Machi 4th St., The Tokugawa In- 
stitute for Biological Research, 

oder an die Schriftleitung: 

Prof. Dr. A. Rippel-Baldes, Gittingen, Institut fiir Mikrobiologie, GoBlerstr. 16 


Prof. Dr. R. Harder, Gottingen, Pflanzenphysiolog. Institut, Nikolausberger Weg 18. 
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; (Aus dem Pflanzenphysiologischen und dem Physiologisch-chemischen Institut 
] der Universitat Gottingen.) 


Uber Wachstum und Zusammensetzung 
von Chlorella pyrenoidosa 
bei unterschiedlichen Lichtstarken und Nitratmengen.* . 


Von 
H. G. AACH. 


Mit 14 Abbildungen im Text. 
(Hingegangen am 29. Februar 1952.) 


Durch die Benutzung autotropher Einzeller als Versuchsobjekte in 
Manometergefai8en (WaRBURG, 1919) ist das Studium der Lichtwirkung 
auf die Pflanzen sehr geférdert worden. Das Hauptinteresse war dabei 
und auch bei den zahlreichen folgenden Untersuchungen meist auf die 
Quantenausbeute bei der Kohlensaiureassimilation gerichtet (WARBURG u. 
N2EGELEIN, 1922; Ercunorr, 1939; Emerson u. Lewis, 1941; Rrexs, 1949; 
Burk u. WaRBurG, 1951, u.a.), teils auch auf die Erzielung von Massen- 
ernten (z. B. HARDER u. v. WiTscH, 1942 a; SponHR, 1951; PEARSALL wu. 
Foaa, 1951, u.a.). Eine Untersuchung der dabei gebildeten Algensub- 
‘stanz ist bei solchen Versuchen nur selten durchgefiihrt worden; ge- 
schehen ist es z. B. durch Myers (1946 au. b) und durch SporHR und M1z- 
NER (1949), die durch Elementaranalysen von Chlorella gezeigt haben, daB 
die Zusammensetzung dieser Alge auf erordentlichen Schwankungen 
‘unterworfen sein kann. Neben dem Licht als Energiequelle kommt hier- 
bei dem Stickstoff als EiweiBbaustein gegentiber anderen Faktoren be- 
sondere Bedeutung zu. 
 Quantitativen Zusammenhingen zwischen diesen beiden Faktoren 
einerseits und der Entwicklung der Algen andererseits soll deshalb im 
folgenden besondere Aufmerksamkeit gewidmet werden. 


I. Methodisches. 

1. Versuchspflanzen. 
Die Versuche wurden in der Hauptsache mit einem bakterienfreien 
Klon von Chlorella pyrenoidosa Cuick+ durchgefiihrt?, vergleichsweise 


* Dissertation der math.-nat. Fakultat in Gottingen. 
1 Fiir die Bestimmung der Art bin ich Herrn Prof. E, PRINGSHEIM, Cambridge, 


zu groBem Dank verpflichtet. 
2 Der Stamm wurde 1944 im Gottinger Botanischen Garten isoliert und bereits 


von v. WrrscH (1946, 1948) und von Burk und Warsure (1951) zu Versuchen 
benutzt. 
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auch mit Scenedesmus obliquus (TuRPIN) Kt'rz1ne! (siehe FuBnote 1 auf} 
vorhergehender Seite) und Ankistrodesmus falcatus (CHORDA) RALPHS?. | 
2. Kulturmethode. 
a) Kulturgefape. 

Die Algen wurden in réhrenférmigen, durchliftbaren Kultur-. 
gefaéBen (G in Abb. 1) aus Glas (HARDER u. v. Witscu, 1942 b) von: 
6, verschiedener GroBe gezogen, die von innen durch eine: 
‘ indie Nahrlésung (N) tauchende Leuchtstofflampe : 
# (LL)? belichtet wurden. 

Die Anordnung erinnert an eine Apparatur von KercHum und | 
Mitarbeitern (KeTcHUM u. REDFIELD, 1938; ScortT, 1943; Kurt- | 
cHuM, Linitick u. REDFIELD, 1949), bei der eine Neonlampe, die | 
aber noch von einem besonderen Wasserkiihlmantel umgeben war, 
in einen groBen Kulturkolben tauchte. 

Bei kleinen Roéhren mit 1 bzw. 1,5 1 Inhalt wurden Leuchtstoff- 
lampen Osram HNG 70 von 70 cm Lange benutzt. Sie ragten aus 
den Glasréhren beiderseits 2,5 cm heraus (Abb. 1), sodaB die 
elektrischen Anschliisse frei zuganglich waren. Die Glasréhren — 
sie standen senkrecht nebeneinander in einem Gestell — waren 
unten durch einen Gummistopfen (St) und oben durch eine Gummi- 


kappe (K) verschlossen. Beide Verschliisse hatten neben je einer 
groBen zentralen Bohrung fiir die Enden der Leuchtstofflampen 
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Abb. 1. Kulturgefi8 @ fiir 11 Nihrlésung mit Leuchtstoffréhre Z in der Nahrldésung N. St Gummi- 

stopfen mit den Durchliiftungsbohrungen B, und B, (nicht sichtbar) und der Bohrung B; fiir das 

Thermometer 7h, K Gummikappenverschlu8 mit den Offnungen B, zum Luftaustritt und B, zum 
Beimpfen, Nachfiillen usw. 


Abb. 2. a spektrale Extinktion einer Chlorella-Suspension in aqua dest. (4 + 10? Zellen em); 6 spek- 
trale Energieverteilung einer Leuchtstofflampe HNG. 

* Das Impfmaterial wurde freundlicherweise von Herrn Prof. A. Prrson, Mar- 
burg, zur Verfiigung gestellt. 

* DaB das Licht derartiger Fluorescenzlampen zahlreichen héheren Pflanzen 
einen vollstindigen Vegetationszyklus erméglicht, haben Prrscuie und v. Werr- 
STEIN bereits 1940 gezeigt. Bei der Kultur von Griinalgen scheint sich das Fluores- 
cenzlicht jedoch nicht immer bewahrt zu haben (SPorHR u. MILNER, 1949, vel. 
dagegen Mymrs u. Ciark, 1944; Benson, 1949, u. a.). 
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weitere kleine Bohrungen, und zwar unten drei: zwei (B,u. B,) fiir feine Diisen zur 
_ Beliiftung und eine (B,) fiir ein Thermometer (Th), oben zwei: eine (B,) zum Luft- 
austritt und die andere (B;) zum Kinfiillen der Lésung, Impfen oder dergl. 

Fiir gréBere Kulturen mit 10—20 1 Inhalt wurden Standzylinder von 1 m Héhe 
benutzt, in deren Achse eine Leuchtstofflampe HNG 120 oder HNG 200 angeordnet 
war. Die elektrischen Anschliisse waren durch Gummikappen gegen das Eindringen 
von Wasser geschiitzt. 

Nach dem Zusammensetzen wurden die KulturgefaBe im Dampftopf sterilisiert. 
Da die Gummistopfen beim Erhitzen auf 100°C unkontrollierbare Stoffe in die 
N&ahrlésung abgeben kénnen (Myers u. CrarK, 1944), wurde die Nahrlésung ge- 
trennt sterilisiert. 


b) Lichtquelle. 


Die spektrale Energieverteilung! des Lichtes der benutzten Osram- 
Lampen vom Muster HNG (Niederdruckquecksilberentladungslampen mit Fluores- 
cenzschicht?) zeigt Kurve b in Abb. 2. Zum Vergleich wurde das Extinktions- 
spektrum von Chlorella aus Tageslichtkultur ermittelt (Kurve a). Die leistungs- 
starken Spektralbezirke der Lampe fallen also gerade 
in die Bezirke schwichster Lichtab_orption durch 
die Algen. Obwohl die Algen wahrscheinlich eine 
geringe Adaptation an die Lichtquelle vornehmen 
kénnen (vgl. Harper, 1923; Harper, SIMONIS u. 
Bonk, 1938; Stmonts, 1939; BopE, 1941; SAaGROoMSKY, 
1942), darf man wohl annehmen, da die geringe 
Ubereinstimmung der beiden Spektren recht un- 
giinstig fiir die Photosynthese und die Entwicklung 
der Algen ist und daB man mt Lampen, deren spek- 
trale Energieverteilurg dem Spektrum der Kurve a 


Abb. 3. Abweichung des Licht- 
a 4 : ; ‘ 2 stromes einer Osram Leuchtstoff- 
dhnlicher ist, bessere Wirkungen bei griinen Pflanzen jampe HNG 70 im Wasserbad 
erzielen wiirde. vom Wert fiir 25° © bei Anderung 


Der Lichtstrom einer Leuchtstofilampe ist von EM Ee 


der Temperatur der Umgebung abhangig, d. h. daB 

in den folgenden Versuchen die Temperatur der Nahrlésung auf die Lichtstarke der 
Lampen einwirkte. Abb. 3 zeigt den Einflu8 von Abweichungen von der Kultur- 
temperatur 25° C auf die Lichtstarke einer Osram-Leuchtstofflampe in einer mit 
destilliertem Wasser gefiillten 1 Liter-Kulturréhre. — Wegen der gleichmaBigen 
Beleuchtung aller Zellen siche Abschnitt ,,Durchliiftung und Durchmischung” (f). 


c) Strahlungsmessung. 


Zur Messung der Strahlungsleistung*® (Lichtstrom) der Lampe wurden die 
KulturgefaBe mit den Leuchtstofflampen vor und nach Durchfiihrung eines Ver- 
suches nach griindlicher Reinigung mit destilliertem Wasser gefiillt und auf 25° C 
angewarmt. Bei den 1-Liter- und 1,5-Liter-Gefafen ragten die Leuchtstofflampen 
mit ihren lichtschwachen Enden in der Nahe der Elektroden aus dem Kulturgefa8 
heraus, so daB diese bei der Messung nicht beriicksichtigt zu werden brauchten. 
Die fast gleichmaBige Strahlung des weitaus gréBten Teils der Lampe, d. h. des- 
jenigen, der mit der Nahrlésung in Berithrung kommt, wurde an zwolf Stellen — 


1 Fiir die Genehmigung zur Durchfiihrung dieser Messung im I. Physik. Institut 
Gottingen, bin ich Herrn Prof. W. Pout sehr zu Dank verpflichtet. 
2 Die benutzten Leuchtmittel stellte die OSRAM GmbH. KG. zur Verfiigung. 
Shr sei auch an dieser Stelle unser Dank ausgesprochen. 
3 Terminologie nach Pout (1948). 
15* 


216 H. G. Aacu: 


oben, in der Mitte und unten jeweils an vier um 90° auseinander liegenden Punkten — 
mit einer Motischen Thermosaule! ausgemessen, der ein 3 mm starkes Schott- 
sches Glasfilter BG 17 zur Absorption der Warmestrahlung vorgeschaltet war. Der 
Abstand der Thermoelemente von der Glasoberflache betrug 27 mm. Zur Berech- 
nung der in die Kultur eingestrahlten Energie (Lichtmenge) wurde die Be- 


leuchtungsstarke I ( haw 
em 


2 

metische Mittel gezogen. Fiir eine Kulturréhre ist die wirksame Strahlungsleistung 

by Sindy Reel, (Watt), 
wobei d = Durchmesser der Kulturréhre plus doppelter Abstand der Thermoele- 
mente von der Glasoberflache der Kulturréhre ist und h = Lange der Lampe, soweit 
sie von der Kulturlésung bedeckt ist. Zur Berechnung der von der Kultur absor- 
bierten Lichtleistung geniigt es dann, jeweils an einer markierten Stelle zu messen. 
Die Beleuchtungsstirke an dieser Stelle sei vor und nach dem Versuch = J, und 
zur Zeit t des Versuchs = J,, dann ist die absorbierte Strahlungsleistung 


PieaE ps (1 Ay 7) (Watt) 


direkt gemessen und aus den 24 Werten das arith- 


und die absorbierte Energie 
B= ly it (Wattsekunden). 

Die Eichung der Thermoséule und des als Anzeigegerat benutzten Spiegelgal- 
vanometers erfolgte mit einer Hefner-Lampe nach der Vorschrift von Pout (1948). 
Zur Kichung war das Warmefilter natiirlich nicht eingeschoben. Die Korrektions- 
faktoren fiir Absorption und Reflexion des Filters wurden der Scuort-Liste 
Nr. 8040 entnommen; der Transmissionsgrad des Glasmantels der KulturgefaBe 
wurde mit einem Photoelement ausgemessen?. ; 


d) Temperaturregulierung. 

Infolge der geringen Warmeentwicklung der Leuchtstofflampen wurden die 
Kulturen auch bei Dauerbelichtung nicht warmer als 35° C. Bei dieser Temperatur 
sind aber die Optimalbedingungen fiir die Entwicklung von Chlorella pyrenoi- 
dosa bereits tiberschritten. Deshalb wurde zur Kiihlung ein feuchtes Tuch auBen 
um den Glaszylinder gelegt und langsam mit Wasser berieselt. Dadurch kam nicht 
nur eine vollig hinreichende Kiihlung zustande, sondern es ergab sich sogar die 
Moglichkeit, die Temperatur der Nahrlésung willkiirlich zwischen 17° und 35° G 
zu verandern. 

e) Ndahrlisung. 

Fiir hohe Substanzproduktion, bei der méglichst keine Mangelerscheinungen 
auftreten sollten, wurde Nihrlésung I angewendet: 1 - 10-3 m KH,PO,; 1 - 10-°m_ 
MgSO,; 25-10-?m KNO,; 1-10-5n Fe; 0,5- 10-8 n Mn; pu = 5,4. In allen an- 
deren Fallen wurde Nahrlésung II (Stickstoffmangellésung) benutzt: 0,3 - 10-3 m 
KH,PO,; 0,5 - 107? m MgSO,;1- 10-5 n Fe; 0,5- 10-6 n Mn; pu = 5,4. Der KNO,- 
Anteil ist bei jedem Versuch besonders angegeben. 

Bei rein anorganischen Lésungen fiihrt das photochemisch besonders wirksame 
Licht der Leuchtstofflampen rasch zur vollstandigen Ausfallung des Hisens. 
Das Eisen wurde deshalb als Citrat zugesetzt (UspENsKr, 1925). Der Zusatz iiber- 
schiissiger Citronensiure (Ronps, 1948) ist nicht immer erforderlich. Die im 


1 Von Kier, Delft. 
* Bei der Messung befand sich an beiden Seiten des Glasmantels Luft. Eine Aus: 


messung unter den Versuchsverhaltnissen: innen Wasser, auBen Luft, lieB sich aus 
technischen Griinden nicht durchfiihren,. 


a 
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Laufe der Arbeit durchgefiihrten Analysen haben namlich ergeben, daB bei groBer 
_Einsaatdichte der Hauptteil des gelésten Eisens von Chlorella in kiirzester Zeit auf- 


genommen wird (Luxusaufnahme, vgl. Sreamann, 1940; Lizpicn, 1942). Offenbar 
wird das iiberschiissige Eisen dann bei der Zellteilung an die Tochterzellen weiter- 


 gegeben. 


f) Durchliiftung und Durchmischung. 


In die Nahrlésung wurde von unten durch zwei Diisen (B, und B,, Abb. 1) ein 
kraftiger Luftstrom geleitet, ungefahr 30—501 je Std und KulturgefaiB; der 


_ Luft waren 5% CO, aus einer Bombe? beigemischt, die sich bei WARBURG, GELEICK 


und Brrese (1951b) als optimale Konzentration erwiesen haben. Die Schwankung 
in der Mischung betrug +0,5%. Die Luft wurde aus 12 m Hohe iiber dem Bota- 
nischen Garten abgesaugt und mit einer Kolbenpumpe nach Passieren eines Gas- 
messers und mehrerer Filter mit Glaswolle und Watte von unten in die Kulturen 
geleitet. 

Ungeniigende Durchmischung fiihrt zu physikalischen Hemmungserscheinungen 
des Gasaustausches (Dixon u. Extrot, 1930). Vor allem werden aber die Algen 
durch einen kraftigen Luftstrom so durcheinander geriihrt, daB sie alle praktisch 
die gleiche Lichtmenge erhalten. SchlieBlich wird durch den Luftstrom auch 
das Verklumpen der Zellen vermieden; selbst Zellen wie die von Scenedesmus und 
Ankistrodesmus blieben bei der kraftigen Durchmischung der Kulturfliissigkeit 
nach der Zellteilung nicht aneinander hangen (vgl. Haas, 1932; Iecna, 1938; 


_ Wrnoxour, 1948). 


g) Bestimmung der Zellenkonzentration. 


Die Anzahl der Zellen in den Loésungen wurde durch Auszahlen (stets ungefahr 
500 Zellen, vgl. MiLtuer, 1923) in der Zahlkammer nach THOMA ermittelt. Die 
Schwankung der Werte war leider recht gro und betrug teilweise mehr als 10%. 

Die durchschnittliche Zahl der Tochterzellen, in die sich eine Zelle innerhalb 
24 Std teilt, ist nachstehend Vermehrungsfaktor genannt. Er wird durch die 
Formel 


t 
ee 


ausgedriickt, wobei c, und c, Anfangs- und Endkonzentrationen wahrend des Zeit- 
raums ¢ (Tage) bedeuten. Der Vermehrungsfaktor ist der Zellteilungsfrequenz 
natiirlich nicht proportional. Es ist deshalb unter Umstianden anschaulicher, die 
Generationdauer verschiedener Kulturen zu vergleichen. Sie kann nach der Formel 


2 ‘ 
= ‘VV 
Ce 


berechnet werden. Die Generationdauer d (Tage) ist der Teilungsfrequenz 
umgekehrt proportional. Diese Beziehung gilt nur, wenn sich die Zellen aus- 


1 Kine Gasanalyse des Inhalts einer Kohlensiureflasche, ausgef tihrt durch Prof. 
K. Anpress, Erlangen, ergab 0,28—1,14% Verunreinigungen durch Nebengase ; 
sie bestanden fast vollstandig aus Stickstoff. 

2Um gréBere Genauigkeit in der Zellenzahlbestimmung zu erreichen, wurde 
zunachst an photometrische Bestimmung gedacht (Prrson, 1937; Roupe, 1948, 
u.a.); sie mute aber wegen des unterschiedlichen Farbstoffgehalts der Kulturen 
(siehe Abb. 11) von vornherein ausscheiden. Leider entsprachen auch Versuche, 
durch Messung der Beugung eines Lichtstrahls durch die Zellaufschwemmung nach 
dem Prinzip des Hamacytometers nach LOESCHCKE und Wever (1951) die Zellen- 
zahl zu bestimmen, nicht den an sie gekniipften Erwartungen. 


ee ae 
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schlieBlich durch Zweiteilung vermehren. Das trifft fiir unseren Stamm bei niedrigen 
Vermehrungsraten auch zu. Abweichend von den Angaben bei PASCHER (1915) 
teilte sich unsere Chlorella pyrenoidosa bei rascher Vermehrung aber auch in vier’ 
oder acht Tochterzellen. 


3. Chemische Methoden. 
a) Chlorophyllbestimmung. 


Die Chlorophyllkonzentration wurde im Methanolauszug mit dem PULFFRICH- 
Photometer bestimmt. 


b) Lipoidextraktion. 


Zur Extraktion wurden die Algen nach dem Abzentrifugieren unter vermin- 
dertem Druck bei 40° C im Dunkeln getrocknet. Ungefahr 400 mg der Trocken- 
substanz, analytisch gewogen, wurden im Porzellanmoérser mit Quarzsand griind- 
lich zerrieben und in einer gekiirzten Extraktionshiilse! in den Extraktionsapparat 
nach HAANEN und Bapum? eingesetzt (vgl. MENKE, 1942). Eine rasche ersch6pfende 
Extraktion kann erreicht werden, wenn abwechselnd Methanol und nicht-wasser- 
lésliche Lésungsmittel angewandt werden. Hierbei werden auch Lipoproteide 
weitgehend angegriffen (Dirr und v. SopEN, 1942). Deshalb wurde jeweils in der 
Siedehitze 4% Std mit 25 cem* 90%igem Methanol, 4% Std mit 20 cm? absol. 
Methanol, 1 Std mit 25 cm® Petrolather, 4% Std mit 20 cm? absol. Methanol und 
1 Std. mit 30 cm’ Ather extrahiert. Dann ist die Extraktion praktisch beendet. 
Zur Kontrolle wurde stets noch weitere 16 Std extrahiert. 

Der Rohextrakt wurde im CO,-Strom eingeengt und im Dunkeln unter ver- 
mindertem Druck bei ungefahr 40° C getrocknet. Der Riickstand wurde mit Petrol- 
ather/Benzol 14:1 aufgenommen und in einen vorgewogenen Kolben filtriert. Nach 
Vertreibung der Lésungsmittel wurde das Gewicht des Extraktes festgestellt. Das 
so erhaltene Gemisch stellt die Substanz dar, die nachstehend als Lipoide bezeich- 
net wird. Bis zur weiteren Fraktionierung, die innerhalb der nachsten drei Tage 
erfolgte, wurde sie in CO,-Atmosphare bei + 2° C im Dunkeln aufgehoben. 


c) Lipoidanalyse. 


Die Trennung der Lipoide wurde durch Adsorption und fraktionierte 
Elution an einer Saccharose- und einer Aluminiumoxydsiule vorgenommen. Bei 
dieser Methode, die von KatuEn (1949) auf Grund der vorhergehenden Versuche 
von Trappe (1940) entwickelt wurde, werden die Lipoide ohne vorherige Ver- 
seifung getrennt (DeuTicKE, Harper, KaTHen 1949). 

Fiir die Adsorption wurden die Lipoide mit Petrolather/Benzol 14:1 aufge- 
nommen. Damit dabei kein unléslicher Riickstand iibrig blieb. war dieses Lésungs- 
mittelgemisch bereits bei der Abtrennung der Lipoide von den iibrigen Extrakt-_ 
stoffen angewendet worden. Dabei wurden nicht ganz soviel Stoffe erfaBt, wie 
durch den sonst tiblichen Ather. Im Modellversuch blieb auch Sphingomyelin® zu- 
mindest teilweise ungelist. Da sich andere phosphorsiurehaltige Lipoide ahnlich 
verhalten, ist damit zu rechnen, da von den extrahierten Phospholipoiden nur ein 
Teil adsorbiert wurde. Die Phosphatbestimmung erfolgte photometrisch nach 
LOHMANN und JenprRasstk (1927). — Alle zur Extraktion und Adsorption ver- 
wendeten Lésungsmittel wurden kurz vor Gebrauch griindlich gereinigt. 


1 Von SCHLEICHER und Scuiiti Nr. 603. 
2Von Scuorr und Genossen. 


* Fiir die Uberlassung des Priparates sei Herrn Prof, Kuienck, Bonn, auch an 
dieser Stelle gedankt. 
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d) HiweiBbestimmung. 


_ Zur Berechnung des EiweiBgehaltes wurde die Differenz aus Gesamtstickstoff — 
loslicher Stickstoff mit dem Faktor 6,25 multipliziert. Dabei wird der unlésliche 
Lipoidstickstoff als Eiwei8 mitberechnet. 

Die Bestimmung des Gesamtstickstoffs wurde nach der Kyenpanu-Methode 
durchgefiihrt. Zur Veraschung einer abgewogenen Menge getrockneter Algen 
(10—15 mg) wurden der Schwefelsiure einige Tropfen Wasserstoffperoxyd zu- 
gesetzt. Als Katalysator diente Selenreaktionsgemisch nach W1EnIncER. Nach der 
Destillation in eine Vorlage mit 2%iger Borsiure und Mischindicator nach Ma 

und Zvuazaca (1942) wurde mit n/70 Salzsiure titriert. 

Die Schwierigkeiten bei der Bestimmung des léslichen Stickstoffs in der 
Chlorella-Substanz sind von ALBERTS-DreTERT (1941) diskutiert worden. Nach ein- 
gehenden Versuchen erwies sich die von ScHENcK angegebene Methode fiir unsere 
Analyse geeignet. 200 mg Chlorella-Trockensubstanz wurden mit Quarzsand im 
Porzellanmérser griindlich zerrieben. Das staubfeine Pulver wurde unter Zusatz 
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_ Abb. 4. Abhangigkeit des gefundenen léslichen KJELDAHL-Stickstoffs von der Zeit der Einwirkung 
des Fallungsmittels. 


von gleichen Teilen 1,2 n Salzsiure und 5%iger Sublimatlésung 40 Std im Kiihl- 
schrank aufgehoben. Wahrend dieser Zeit wurde das Gemisch haufig gut durch- 
geschiittelt. Dann wurde filtriert, im Filtrat die iiberschiissigen Quecksilberionen 
durch Schwefelwasserstoff gefallt und aus dem klaren Filtrat der Schwefelwasser- 
stoff durch Einleiten von Luft entfernt. Um ein vollkommen klares Filtrat zu 
erhalten, muBte die KiweiBfallung unter Umstanden wiederholt werden. Im aliquoten 
Teil der Lésung wurde der Stickstoffgehalt wie oben beschrieben bestimmt. — 
Die auf diese Weise erhaltenen Werte sind etwas von der Extraktionsdauer ab- 
hangig (Abb. 4). 
e) Nitratbestimmung. 

Der Nitratgehalt wurde in der klaren Kulturlosung nach Vertreibung der 
Kohlensaure durch Reduktion mit Drvarpascher Legierung und Natronlauge 
bestimmt. In der Vorlage befand sich n/100 Schwefelsaure, die mit n/100 Natron- 
lauge unter Verwendung des Mischindicators nach Tasurro (Methylrot + Methylen- 
blau) zuriicktitriert wurde. 


f) Aschebestimmung. 


10—20 mg Trockensubstanz wurden im Mikroplatinschiffchen im elektrischen 
Ofen bei héchstens 700° C verbrannt. 


g) Hisenbestimmung. 


100 mg Chlorella-Trockensubstanz wurden durch Kochen mit konzentrierter 
Schwefelsiure unter Zusatz von Salpetersiure und 30% igem Wasserstoffperoxyd 
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verascht. Die mit Ammoniumrhodanid auftretende Rotfarbung wurde im 
Stufenphotometer gegen den Leerwert ausgemessen (vgl. SeYBoLD und Mitarb., 
1950). Die Eichkurve wurde durch Photometrierung einer Verdiinnungsreihe einer 
Eisenalaunloésung unter den gleichen Bedingungen erhalten. 


II. Ergebnisse. ; 


A. Chlorella pyrenoidosa. i 
1. Der Einflu8 der Temperatur auf die Zellenvermehrung. 


Die Zellteilung von Chlorella pyrenoidosa wurde zwischen 17° und 35° C unter- 
sucht. Dazu wurden 16 1-Liter-Réhren benutzt, von denen je zwei die gleiche 
Temperatur hatten. Es war nicht zu vermeiden, daB die Lichtleistung in den ver- 
schieden temperierten Réhren unterschiedlich war, weil die Temperatur der Nahr- 
lésung die Lichtemission der Leuchtstofflampen beeinfluBt (Abb. 3). Zum Vergleich 
wurde deshalb nur das Wachstum wahrend der ersten 5 Tage benutzt, solange die 
Zellendichte noch so gering war, daB das Licht bestimmt im UberschuB, d. h. kein 
das Wachstum begrenzender Faktor war (BLAcKMAN, 1905). 

Zwischen 21° und 27° C zeigten sich keine statistisch gesicherten Unter- 
schiede. Abweichend von den Ergebnissen von SPOEHR und MILNER 
(1949), die in starkem Licht erst bei 35° C einen nachteiligen EinfluB der 
erhoéhten Temperatur auf die Substanzproduktion feststellten, war die 
Zellteilung bei 30°C bereits gehemmt und wurde bei 35°C ganz ein- 
gestellt. Bei der hohen Temperatur gingen die Zellen allmahlich zu- 
grunde; bei kurzfristiger Temperaturerh6hung auf 35° C waren aller- 
dings Nachteile nicht nachweisbar. Unter 20° C war die Zellteilung ver- 
langsamt?. 


2. Einflu8 des Stickstoffgehalts der Nihrlésung auf Zellteilung 
und Substanzbildung. 

Vier Gruppen von Kulturen (A, B, C, D) wurden in 1-Liter-Réhren mit 
Nahrlésung IT angesetzt. In den Kulturen A betrug die Stickstoffkonzen- 
tration als KNO, 1,26 + 10- n. Die Stickstoffgaben der iibrigen Kulturen 
verhielten sich dazu wie 2: 4:6. Durch entsprechende Kaliumchlorid- 
zusiitze wurde der Kaliumgehalt ausgeglichen und in simtlichen Kul- 
turen auf 10,3 - 10-3 n gebracht (Tab. 1, Zeile 2). Die Impfkonzentration 
betrug 50 Zellen je mm®, die dauernd eingestrahlte Lichtleistung bei 
25° C 2 Watt; die Unterschiede in der Lichtleistung der einzelnen Lam- 
pen waren nicht gréBer als 10% 

Nach zwolf Tagen war in siimtlichen Kulturlésungen kein Nitrat mehr 
nachweisbar. Von dem urspriinglichen Nitratstickstoff konnten nach 
16 Tagen in der Zellsubstanz 81—85% als Gesamtstickstoff (nach 
KJELDARL bestimmt, also reduzierter Stickstoff) wiedergefunden werden 


< Bei 17 °C traten offenbar bei der Teilung Hemmungen ein, denn es entstanden 
in groBer Zahl sonderbare Doppelzellen. Vielleicht sind es solehe Stadien gewesen, 
die Weiss (1950) dazu veranlaBten, die Méglichkeit von Kopulationen bei vege- 
tativen Chlorella-Zellen zu diskutieren. 
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(Tab. 1, Zeile 7). Dabei war in den Kulturen mit dem urspriinglich 
niedrigsten Nitratgehalt der Prozentsatz reduzierten Stickstoffs am 


héchsten. Die Menge der gebildeten 
Trockensubstanz stieg zwar mit 
dem Stickstoffgehalt der Nahr- 
lésung an, aber nicht im gleichen 
Mae; sie war relativ um so ge- 
ringer, je mehr Nitrat die Nahr- 
lésung enthalten hatte (Abb. 5). 
Dafir erhdhte sich der Anteil des 
reduzierten Stickstoffs an der 
Trockensubstanz (Tab. 1, Zeile 6). 
Sowohl der prozentuale EiweiB- 
gehalt der Trockensubstanz wie 
die absolute EiweiBmenge je Zelle 
waren in den Kulturen mit niedri- 
gen Stickstoffgaben geringer als 
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Abb. 5. Chlorella pyrenoidosa. a Gesamtstickstoff 

nach KJELDAHL in der Kultur; 6 Trockengewicht 

der organischen Substanz in Abhingigkeit vom 
NO’,;-Gehalt der Nahrlésung. 


in denen mit gréBerem Nitratzusatz. Der niedrigere HiweifBgehalt der 
Zellen wurde aber durch Vermehrung der Lipoide mehr als wettgemacht 
(Zeile 11), so daB das Gewicht der Einzelzellen aus den Kulturen mit 
dem geringsten Nitratzusatz am gréBten war (Zeile 5). 


Tabelle 1. Chlorella pyrenoidosa. Hinflup des Nitratgehaltes der Nahrlésung auf 

Zellenzahl, Substanzmenge und chemische Zusammensetzung. Nitratverhaltnis in 

den Kulturen A, B,C, D wie 1:2:4:6. Ernte nach 16 Tagen Kultur im Dauer- 
licht; Lichtleistung je Kultur 2 Watt + 10%. 


Kulturgruppe 
Nr. 
A B Cc D 
1 | Nahrlésung IT, KNO, 107-3 m 1,26 2,0 5,0 7,5 
2 eg Pon OSS 1m 8,74 7,) 5,0 2,5 
3 | Zellenzahl je 10~* cm?. 1075 1920 3230 3820 
4 | Trockensubstanz je Liter, mg. 833 1450 2414 2841 
5 | Trockengewicht 1 Zelle, 10-1? g. ahd 7,54 7,47 7,44 
Gesamt-KJELDAHL-Stickstoff | 
6 in Prozent d. Trockensubstanz 1,78 2,03 2,35 3,04 
7 in Prozent d. Nitratstickstoffs 84,5 83,8 81,3 80,9 
8 | Léslicher Stickstoff, Prozent d. 
Trockensubstanz . woe 0,13 0,14 0,16 0,20 
9 | EiweiB, Prozent d. Trocken- ; 
Substanz, -s =  «w.. .» Bes RE 10,6 11,8 Tse 17,8 
10 | EiweiBgehalt je Zelle, 10°’ g. . 0,82 0,89 1,02 1,32 
11 | Lipoide, Prozent d. Trocken- 
substanz Rca La 65,1 61,8 56,3 3712 


~ «eal 
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Tabelle 2. Chlorella pyrenoidosa. Parallelkuliuren zu den in Tab. 1 aufgefihrten. 
Ernte etwa zur Zeit des Aufhérens der Zellenvermehrung. (D zu friih geerntet.) 


Kulturgruppe 
Nr. 


A Biaidh itl Lei 
ee ee ee ee 
1,|SAlter (Tage)ia Ja. 7. bo aa eee et 9,0 11,0 12,7 
2 | Zellenzahl je 10-5cm®. . . . . 1080 2075 3325 3430 
3 | Trockensubstanz je Liter, mg . 587 1085 2110 2230 
4 | KseLpAnt-Stickstoff, Prozent 
d. Trockensubstanz ... . 2,59 2,64 2,65 3,81 
5 | Loslicher Stickstoff, Prozent d. 
Trockensubstanz. ..... 0,24 0,20 0,19 0,21 
6 | EiweiB, Prozent d. Trocken- 
substanz? ems. so als ae 14,7 15,5 15,8 22,5 
7 | Lipoide, Prozent d. Trocken- 
STLDSLANZ a a0 crak cee Umea 36,5 39.8 40,6 34,2 


Die in Tab. 2 aufgefiihrten Analysendaten stammen aus Parallelkul- 
turen zu den eben besprochenen. Sie wurden jedoch nicht zur gleichen 
Zeit geerntet, sondern méglichst in dem Zeitpunkt, in dem die Zellen- 
vermehrung in den Kulturen eingestellt wurde. Durch tagliche Kontrolle 
der Zellenzahl kann dieser Zeitpunkt ungefaihr ermittelt werden. Die 
Daten fiir EiweiB- und Lipoidgehalt der Kulturen A—C liegen ver- 
haltnismaBig dicht beieinander, die fiir D fallen etwas aus der Reihe; 
offenbar wurde diese Kultur zu friih abgebrochen, denn der Stickstoff- 
gehalt der Trockensubstanz war noch erheblich héher als in den Kulturen 
A—C. Aus der Zellenzah] der nach 16 Tagen geernteten Parallelkultur 
(Tab. 1) ist zu ersehen, da8B sich die Zellen noch weiter geteilt hatten. 


3. Wirkung des Lichtes auf Vermehrung und Substanzzusammensetzung 
der Zellen, 
a) Rhythmische Belichtung. 
Von DrEnFFER (1948) hat bei Nitzschia palea und GrrpEs (1951) bei Scenedesmus 
gefunden, da8 sich den Algen bei regelmaiBigem Licht-Dunkel-Wechsel ein Rhyth- 
mus aufpragt, der sich im Zeitpunkt der Zellteilungen zu erkennen gibt. Und 


Tabelle 3. Chlorella pyrenoidosa. Zellenvermehrung im Verlaufe eines Tages in einer 
Kultur mit taglich 16 stiindiger Belichtung. 


Kulturtag Uhrzeit Belichtung Zellen in 10-Scm* 
5. 08.30 hell 472 
12.00 Beginn der Verdunklung 
16.30 dunkel 480 
20.00 Ende der Verdunklung 484 
23.30 hell 1230 


6. 10.00 hell 1350 
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zwar fanden die Zellteilungen simultan je nach Art des Beleuchtungsrhythmus 
entweder im Anschlu8 an die Belichtung oder auch zu anderen Zeiten statt. Bei 
Chlorella pyrenoidosa dirften die gleichen VerhAaltnisse vorliegen; denn die 
im Verlaufe von 24 Std erhaltenen Zellenzahlen aus einer Kultur, die taglich 16Std 
belichtet und 8 Std verdunkelt wurde, zeigten einen sprunghaften Anstieg nach 
Hinsetzen der Belichtung (Tab. 3). 


3000 
'E 
x 
S 
10 x 2000 
4 XN 
RS 
x 
S 
S 
S$ § 1000 
= 
S 
S 
Sx 


Alter 


Abb. 6. Chlorella pyrenoidosa. Kultur im Dauerlicht; Lichtleistung 2 Watt. 11 Nahrlésung. 
a) Zellenzahl je 10-° cm’, b) Vermehrungsfaktor. : 
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Abb. 7. Chlorella pyrenoidosa. Kultur im Dauerlicht; Lichtleistung 3 Watt. 181 N&ahrlésung. 
a) Zellenzahl je 10-> cm*, b) Vermehrungsfaktor. 


b) Dauerlicht. 


Bei konstanter Beleuchtung war in unseren Versuchen aber 
kein Rhythmus der Zellteilung zuerkennen. Die Teilungen waren 
gleichmaBig tiber die 24 Std eines Tages verteilt, und die Zellenzahl stieg 


stetig an (Abb. 6 u. 7). 

Die Kurven der Abb. 6 stammen aus einer 1-Literkultur mit ungefahr 2 Watt 
Lichtleistung, die der Abb. 7 aus einer 18-Literkultur mit 3 Watt Lichtleistung. 
Der Unterschied im Verlauf der beiden Zellenzahlkurven ist auffallig. Einem starken 
Anstieg auf fast 4000 Zellen je 10° cm? in Abb. 6 steht im gleichen Zeitraum in 
Abb. 7 ein viel geringerer auf nur 800 Zellen gegeniiber. Die Diskrepanz beruht 
auf der Tatsache, daB die Zellenkonzentration — wie allgemein tiblich — 
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auf die Volumeneinheit Kulturfliissigkeit bezogen wurde. Das ist bequem, 
weil auch Nahrstoffe, Trockengewicht und oft sogar der Zuwachs u. 4. auf die 
Volumeneinheit bezogen werden. Alle diese GréBen lassen sich auch gleichmabig 
auf den Raum verteilen, aber das Licht kann wegen seiner im LAMBERT-BEERschen 
Gesetz formulierten Exponentialfunktion der Absorption nicht auf Volumen 
einheiten bezogen werden. Man kann die Beleuchtungsstiarke, die als Strahlungs- 
einheit/Flacheneinheit definiert ist, benutzen, um zu allgemeingiiltigen Formulie- 
rungen der Lichtwirkung auf die Pflanzen zu gelangen. Dann miissen natiirlich 
auch die Vergleichswerte auf Flacheneinheiten bezogen werden. Das ist auch schon 
bei vielen Ergebnissen, die von der Lichtwirkung abhangen, durchgefiihrt worden 
(Assimilationsleistung z. B. von Brown und Escoms, 1903, Farbstoffe z. B. von 
SryBotp und Eats, 1938, Trockensubstanzbildung z. B. von Heats und GREGORY, 
1938, und von Stmonts, 1947). MyErs, 
Puitires und GRAHAM (1951) haben 
auch den Zuwachs in ihren Chlorella- 
kulturen auf die Oberflache der Kul- 
turgefaBe bezogen, allerdings ohne 
den Versuch zu machen, die Beleuch- — 
tungsstarke zu messen. Um diese nicht 
mehr biologische und wenig anschau- 
liche Konsequenz zu vermeiden, sollte 
das Licht gemessen und die Ein- 
heit der Strahlungsleistung zur 
Grundlage des Bezugsystems 
gemacht werden. Die Volumeneinheit 
ist dann selbstverstindlich ohne jede 
Bedeutung. — Wenn hier trotzdem 
4 die Volumeneinheit als BezuggréBe 
0 2 y 6 & lage 4 dbeibehalten worden ist, so nur um 
ATi es CMocetla pyrenciliens. Kultur im Dauer- den Vergleich der Ergebnisse mit 
i ; Zellenzahle > i sist g i i 
Nihrlésung, 2 Watt. y) i 1 Bienes ite gen Ope arpeien picks bene 
méglich zu machen. Die Ergebnisse 
‘ sollen hier aber gleichzeitig auch auf 
Strahlungsleistung und absorbierte Energie bezogen werden. Da es seit der Unter- 
suchung von WaRBuRG und NeGELerIn (1923) bekannt ist, daB nicht die absor- 
bierte Energie, sondern die Zahl absorbierter Quanten fiir die Licht- 
wirkung auf die Pflanzen von Bedeutung ist, ist auch diese GréBe bei den 
nachfolgenden Untersuchungen nach Méglichkeit angegeben worden. 


Zum Abschluf dieser Uberlegungen sollen die Zellenzahlen, die in den 
Abb. 6 und 7 auf die Volumeneinheit bezogen sind, auf die einge- 
strahlte Leistung bezogen werden (Abb. 8). Der Verlauf der beiden 
Zellenzahlkurven zeigt nun eine weit bessere Ubereinstimmung. 


Die geringere Steigung der 1-Literkultur kann durch die Tatsache erklart werden, 
dab die (auf die Volumeneinheit bezogen gleiche) NO’,-Menge (Nahrlésung I) in 
dieser Kultur absolut fast nur 1/20 der NO‘,-Menge in der gréBeren Kulturréhre be- 
trug; der assimilierbare Stickstoff war in der 1-Literréhre am 11.Tag erschépft. 

_Bevor mit der Darstellung der Versuche, die Wirkung unterschiedlicher Licht- 
leistung quantitativ zu erfassen, begonnen wird, miissen hier nochmals einige theo- 
retische Erérterungen eingeschaltet werden. — Die mantelf6rmige Anordnung des 
Kulturmediums um die Lichtquelle (Abb. 1) erméglicht eine bequeme Messung 
sowohl der eingestrahlten, als auch der absorbierten Lichtleistung 
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(siehe Kap. I, 2c). Die Kulturen lassen sich aber leicht bis zu einer solchen Dichte 
| heranziehen, daB der noch heraustretende Teil des Lichtes vernachlassigt werden 

kann. Das herausfallende Licht ist bei mittlerer Zellenkonzentration hellgriin gefarbt ; 
mit steigender Zellendichte wird die griine Farbe immer dunkler, um schlieBlich 
zu einem grau gefarbten Lichtschimmer zu werden. LaBt man die Zellen- 
dichte dann noch weiter ansteigen, so erscheint das von innen erleuchtete 
Kulturgefa8 im véllig verdunkelten Zimmer schwach, aber deutlich rot. Da 
die Lichtemission der Leuchtstofflampe oberhalb 700 my praktisch Null ist, muB 
es sich in erster Linie um Fluorescenzlicht der Chromatophoren handeln. 
Infolge der geringen Lichtabsorption der Algen in diesem langwelligen Spektral- 
bereich (Abb. 2a) kann dieses Licht auch bei groBer Zellendichte noch nach auBen 
treten. Zur Erklirung des fahlen Lichtes in der Zeit des Ubergangs von griiner 
zu roter Farbung muB8 man annehmen, da8 zu dieser Zeit das griine und das 
rote Licht ungefahr energiegleich waren; da die beiden Farben einander 
komplementar sind, resultiert ein grauer Lichteindruck. 


Um einen bestimmten physiologischen Zustand der Algen definierten 
Kulturbedingungen zuordnen zu kénnen, wiren eigentlich Kultur- 
bedingungen noétig, bei denen véllige Konstanz der Zellenzahl 
in der Lésung herrschte. Das ware z. B. in stro6mender Nahr- 
lésung méglich, wobei der Zustrom frischer Nahrlésung so geregelt sein 
miuBte, daB der laufende Neuzuwachs an Zellen von der abstrémenden 
Kulturlésung mitgenommen wiirde, so daB im GefaB eine konstante Zahl 
an Zellen erhalten bliebe!. Leider fehlten die Mittel, um eine fiir die Ver- 
suche dieser Arbeit erforderliche Anzahl solcher Kulturanlagen einzurich- 
ten. Deshalb wurde nicht mit einem kontinuierlichen Losungsstrom ge- 
arbeitet, sondern in jeweils gleichen Abstinden wurden gleich 
groBe Mengen der Kulturflissigkeit entnommen und durch 


frische Nahrlosung ersetzt. 

Die GréBe des Zeitabstandes und der Entnahmemenge sind selbstverstandlich 
von auBerordentlicher Bedeutung fiir die Konstanz der Kulturverhaltnisse. Ent - 
nimmt man in zu kurzen Abstanden oder zu groBe Mengen, so nimmt 
die Zellenkonzentration natiirlich ab, bei zu langen Abstainden oder zu ge- 
ringen Entnahmen wird die Zellendichte griéSer. Bei abnehmender Zellen- 
konzentration wird naturgemaB die auf die Einzelzelle entfallende Lichtmenge im 
Laufe der Zeit gréBer und damit steigt — wie die Versuche unten noch zeigen 
werden — die Teilungsfrequenz. Bei zunehmender Zellenkonzentration infolge zu 
geringer Entnahmen tritt dagegen der umgekehrte Vorgang ein: Die Teilungs- 
frequenz wird herabgesetzt. Deshalb nahern sich die Kulturverhaltnisse in 
beiden Fallen einem Gleichgewicht, das zwar nicht einen stationaren Zu- 
stand darstellt, bei dem aber ein bestimmter Zeitabschnitt einer Kultur stets 
wiederholt wird. Nach der Erreichung des Gleichgewichtes ist die KEntnahme- 
menge an Algen gleich der Menge des Zuwachses zwischen zwei Ent- 
nahmen. Die in der Zeit zwischen zwei Entnahmen absorbierte Energie ist 
dann gleich der Energiemenge, die fiir den Zuwachs aufgewandt wurde. 


"1 Fine ahnliche sogenannte kontinuierliche Methode ist von Myers und Ciark 
(1944) beschrieben worden. Exakte Lichtmessungen vorausgesetzt, diirfte es nach 
deren Arbeitsweise méglich sein, Strahlungsleistung und Absorption der Hinzel- 
zelle zu ermitteln; dagegen diirfte die Berechnung der absorbierten Energie (Licht- 


menge) auf Schwierigkeiten stoBen. 
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a) Schwachlichtkulturen. 


Um die Wirkung des Lichtes quantitativ zu erfassen, wurden vier Grup- 
pen von Kulturen (E, F, G, H) mit Nahrlésung I angesetzt. Die Lampen 
in ihnen wurden durch Widerstande so abgestimmt, daB sich die einge- 
strahlten Lichtenergien ungefahr wie 1:2:4:6 verhielten. Sobald 
die Kulturen so weit herangewachsen waren, daB die Lichtabsorption fast 
vollstandig war, wurde der Zuwachs laufend kontrolliert. In gewissen’ 
Abstiinden wurde ihnen 4 ihres Inhalts entnommen und sofort 
durch frische Nahrlésung ersetzt. Der geeignete Abstand zwischen den 
Entnahmen war durch Vorversuche ermittelt worden; er war bis zu ge- 
wissem Grade der eingestrahlten Leistung angepaBt: Je starker das 
Licht war, um so ofter wurde die Kulturflissigkeit abgelassen 
(Tab. 4). Kleinere Entnahmen mit kiirzeren Pausen waren aus tech- 
nischen Griinden leider nicht méglich. Doch lag das Gleichgewicht bei 
den Versuchen so, daB auch von den lichtschwachsten Kulturen im An- 
schlu8 an die Entnahmen wenigstens noch 97% des eingestrahlten Lich- 
tes absorbiert wurden. Das vor der Entnahme herausfallende Licht war 
mit der Thermosaule nicht mehr meBbar. Bei Messung mit einem Photo- 
element betrug es weniger als 1% der eingestrahlten Leistung. Das ein- 
gestrahlte Licht konnte daher mit guter Annaherung als voll- 
standig absorbiert angesehen werden. Alle Kulturen wurden itiber 
mindestens 5 Entnahmeperioden kontrolliert. 


Tabelle 4. Chlorella pyrenoidosa aus Kulturen, deren Strahlungsleistungen sich wie 
1:2:4:6 verhielten (E—H). Untersuchungsergebnisse von Schwachlichtformen mit 
Leistungsabsorption der Einzelzelle von 1,4—5,6 x 10-2 Watt. 


4) ade Onkee 


- | | Strahlungsleistung relativ . . 1 1 2 2 
2 +5 absol., Watt|0,464)/0,459]0,995| 1,05] 1,81 | 1,73] 2,98 | 2,70 
3 | Entnahmepause Tage ...| 5 5 4 + 3 3 2 2 
4 | Zuwachs in 24 Std absolut, mg] 103 | 101 | 149 | 155 | 258 | 226 | 336 | 305 
5 | Zuwachs in 24 Std relativ je 


8,64 x 10-4 Wattsec, mg. . . | 222 | 220} 150 | 148 | 143 | 131 | 113 | 113 
6 | Mittlere Zellenkonz. in 10-5 em®] 3120} 2790] 3280] 3700] 3760! 3640] 5010] 4400 
7 | Je Zelle absorbierte Leistung, 


10789 Watti ls if ao liiwokel aol al) Bf S280 28, 19444) 28) ae 
8 | Vermehrungsfaktor . . . . . |1,050)1,051]1,065/1,068] 1,10] 1,10 ]1,127 1,134 
9 | Generationsdauer, Tage . . . | 20 | 20 14 14 10 IQS) Blea 


10 | Reduzierter Stickstoff, 
Prozent d. Trockensubstanz . | 6,35 | 6,46] 6,72 | 6,77] 6,83 | 6,77 T2307 20) 
11 | Lésl. Stickstoff, Prozent d. 
Trockensubstanz . . . . . 10,347 0,438 0,490 0,521 
12 | Lipoide, Prozent d. Trocken- 
substanz. . . . . . . . . | 22,3] 22,7) 22,1 | 22,3] 22,5 | 22,3] 22,8 | 22.9 
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Die Ergebnisse und Analysendaten sind in Tab. 4 zusammengestellt. 
Aus den Formeln zur Berechnung des Vermehrungsfaktors und der Ge- 
nerationsdauer (Kap. I, 2g) geht hervor, daB diese Gré®en nur von dem 
Verhaltnis von Anfang- und Endkonzentration der Zellen bestimmt wer- 
den. Die Erreichung konstanter Zellenzahlen in der Kultur vorausgesetzt, 
sind sie von der absoluten Zellenkonzentration unabhangig, Sind Ent- 
nahmezeiten und -mengen einmal festgesetzt, so ist damit auch der Ver- 
mehrungsfaktor und die ,Generationsdauer festgelegt. Sie stellen also 
keine experimentellen Befunde dar, sondern werden durch die Einstel- 
lung des Gleichgewichts nur bestitigt. Dagegen stellt die absolute Zellen- 
zahl und damit auch die auf die Einzelzelle entfallende Strahlungs- 
leistung und -energie ein Ergebnis der Versuchsanstellung dar. In der 
Tabelle sind jedoch die Leistungswerte, die den physiologischen Zustand 
der Algen bedingen (Zeile 7), vor den Werten tiber Vermehrung und 
Substanzzusammensetzung aufgefiihrt, die den physiologischen Zustand 
_ charakterisieren sollen (Zeilen 8—12). Auch im folgenden Text ist diese 
biologische Kausalitaét vorausgesetzt. 

Die Trockensubstanzbildung je Energieeinheit (Zeile 5) war in star- 
kerem Licht geringer als bei schwacherer Beleuchtung. Sie nahm bei 
Versechsfachung der Beleuchtung um die Halfte ab. Die absoluten Ernte- 
mengen (Zeile 4) nahmen aber bei Verstarkung der Beleuchtung erheblich 
zu und betrugen in Kultur H, 0,34 g je Tag!. Den groBeren Erntemengen 
entsprachen die durch die Verstarkung des Lichtes erméglichten hoheren 
Zellendichten (Zeile 6). An der gréBeren Zellenkonzentration lag es auch, 
daB der auf die Einzelzelle entfallende Anteil des eingestrahlten Lichtes 
(Zeile 7) nicht ganz so stark anstieg, wie dessen absolute Werte (Zeile 2). 
Die Steigerung des Gehaltes an reduziertem Stickstoff (Zeile 10) mit 
wachsender Lichtleistung war aber trotzdem zu erkennen. Zwar sind die 
Unterschiede zwischen den Kulturen F und G nicht  signifikant, 
da aber den in der Tabelle angegebenen Werten gut ttbereinstimmende 
Doppelbestimmungen zugrunde liegen, ist der Anstieg des Stickstoff- 
gehaltes in der ganzen Versuchsreihe (also von E bis H) sehr gut 
gesichert. Wenn der Unterschied zwischen dem Anfangs- und dem Endwert 
dieser Reihe nur knapp 1% betriigt, so bedeutet das aber bereits eine deut- 
liche Verschiebung in der Zusammensetzung der organischen 
Substanz, da der Stickstoff ja nur einen kleinen Teil der durch ihn 
charakterisierten Verbindungen ausmacht. Der Prozentsatz loslichen 
Stickstoffs an der Trockensubstanz (Zeile 11) war bei stiirkerem Licht 
ebenfalls erhéht. Dies darf man wohl ohne weiteres mit den verstark- 
ten Synthesen in Zusammenhang bringen, die in der mit der Licht- 
verstirkung erhéhten Substanzproduktion (Zeile 4) ihren Niederschlag 

1 Aus einer 10-Liter-Kulturréhre mit 7 Watt Lichtleistung konnten unter ahn- 
lichen Bedingungen taglich 1,1 g Trockensubstanz geerntet werden. 
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finden. Um die raschere Teilungsfolge anschaulicher als durch den Ver- 
mehrungsfaktor (Zeile 8) zu kennzeichnen, ist auch die durchschnittliche 
Generationsdauer (Zeile9) in die Tabelle aufgenommen. — Uber- 
raschenderweise war der Lipoidgehalt (Zeile 12) von der Strahlungs- 
leistung weitgehend unabhangig. . 

Setzt man fiir die groBen Gruppen der organischen Substanz, Kohlen- 
hydrate!, Fette und Eiweif, die bekannten Verbrennungswarmen ein 
(aus Ren 1948), so kann man den Energieinhalt der Algen an- 
genihert berechnen. Es enthielten demnach z.B. 100g Chlorella- 
Trockensubstanz (E,): 


Calorien 
je mg insgesamt 
5,7 ing Agpcho Seto gas. ke tet ees -- a 
2273 Me Lipowess sue. seems. Ake 9,5 212 
(6,25 x 6,35 mg red. Stickstoff) = 
39,7 mg N-Verbindungen ....... 5,5 218 
32,0: mg coblenhydrate.-- .e.. s-iaean 4,1 130 


100,0 mg Trockensubstanz enthalten 560 cal = 2345 Wattsec. 


Diese Energiemenge, ausgedriickt in Prozent der zur Bildung der 
Algensubstanz aufgewandten Energie, bezeichnen wir als Lichtausnut- 
zung. Sie betrug in den Kulturen E 6% und H 3%, war also bei den 
Kulturen im schwachen Licht giinstiger als bei stiirkerer Beleuchtung 
(Tab. 5). Da die spektrale Zusammensetzung des Lichtes der benutzten 


Tabelle 5. Chlorella pyrenoidosa. Lichtasnutzuung und Quantenverbrauch bei geringer 
Lichtabsorption der Einzelzelle (1,4—5,6 x 10-¥ Watt). 


E, Er | 7 Fevihrke) -| Gy | th H. 


Je Zelle absorbierte 
Leistung, 10-12 Watt] 1,4 1,5 2,8 2,6 4,4 4,3 5,4 5,6 
Lichtausnutzung in 


Prozent’ tf. 7 6,03 | 6,0 4,1 4,05 3,9 3,6 31 3,1 
Quantenverbrauch je 

Zellteilung, 10. . 6,81) 7,29] 9,5 | 8,83 | 10,7 | 10,5 | 10,1 | 10,5 
Quantenverbrauch je 

C-Atom (s. Text) . | 45 66 70 88 


Leuchtstofflampen bekannt ist (Abb. 2b), ist auch die Zahl der Licht- 
quanten je Energieeinheit zuginglich. Die Zahl der in der organischen 
Substanz enthaltenen C-Atome wurde durch Elementaranalyse ermit- 
telt?, so da wir auch die Zahl absorbierter Quanten angeben kénnen, die 


* Der Gehalt an Kohlenhydraten ist berechnet nach 
Prozent KH = 100 — (6,25 x Prozent N + Prozent Lipoide + Prozent Asche). 
Die auf diese Weise erhaltenen Werte stellen natiirlich nur Naherungswerte dar. 
* Ausgefiihrt durch Dr. W. Sruck, Berlin-Steglitz. 
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zum Aufbau der auf ein Kohlenstoffatom entfallenden organischen Sub- 
stanz verbraucht wurden. Dieser Quantenverbrauch stieg in der Ver- 
suchsanordnung von 45 (E,) auf 88 (H,), obwohl der in diesen Werten 
enthaltene Anteil, der nur zur Erhaltung des Lebens der Zellen auf- 
gewandt werden mufte1, bei den Kulturen in schwacherem Licht, E, 
groBer war, als bei denen mit stirkerer Beleuchtung. Die Quantenwerte 
sind der Lichtausnutzung fast umgekehrt proportional, da sich der 
Kohlenstoffgehalt von E (47,93% der Trockensubstanz) bis H (48,569, 
der Trockensubstanz) nur um 0,6% erhdéhte. Auch die fiir die Zwei- 
teilung einer Zelle erforderliche Zahl absorbierter Quanten erhdhte sich 
bei Verstaérkung der Beleuchtung; sie stieg von etwa 7-10! in E auf 
7-11013.in H. 


Hy 
x 


Bp) Starklichtkulturen. 
Obwohl in den Kulturen der vorbeschriebenen 
Versuche die Lichtleistung erheblich variiert wurde, 
muB man die Algen darin nach der 6kologischen 


70~? Watt cm=2 


Terminologie simtlich zu den Schwachlichtformen —» 
rechnen. Die Kurve a in Abb. 9 veranschaulicht S 
den Abfall der Beleuchtungsintensitaét in einer & 
Schwachlichtkultur in radialer Richtung. Durch die S 
starke Bewegung in der durchliifteten Lésung 82 
8 


schwankten die Algen zwischen dem relativ kleinen 
Innenraum mit Beleuchtungsstarken bis zu 50 - 10-4 
Watt - cm-2 in der Nahe der Lampe und den dunklen 7 
AuBenbezirken standig hin und her. Sind die Kultur- 
réhren frisch beimpft, so fehlen ihnen infolge der 


geringen Zellendichte natiirlich die dunklen Bezirke ESET youn ti 
am AuBenrande der Réhren (Abb. 9b). Ein Teil oe 

des Lichtes tritt daher nicht-absorbiert nach auBen ie Tir isc: a 
durch. In solchen Kulturen entfallt auf die Hinzel- ay S 
zelle im Durchschnitt 50 - 10~ Watt und mehr an 5 s ‘ BS 
absorbierter Leistung gegentiber 1,5 bis6- 10-1? Watt RS 8 § 
in den Schwachlichtkulturen (Tab. 5). 3 8 & S 

Um Starklichtkulturen zu erhalten, wurde a F 


nicht wie bei den vorhergehenden Versuchen nur 


Abb. 9. Chlorella pyrenoidosa. Abfall der Beleuchtungsstirke in den Kulturrohren mit zunehmen- 
dem Abstand von der Lampe (0 —1,5 cm). a) in einer Schwachlichtkultur, b)in einer Starklichtkultur. 


2 Ma 
Berechnet nach der Formel: Ig = J, Gta eee (Watt cm-*). 


Es bedeuten: J, = Igo = Leuchtdichte der Lampe; 7g = Beleuchtungsstiirke in der Entfernung d 
em von der Oberfliche der Lampe; * = ¥% Durchmesser der Leuchtstofflampe; ¢ = Basis der 
natiirlichen Logarithmen; / = Extinktionskoeffizient; @ = Entfernung von der Oberfliche der 


Lampe (cm). 
1 Diese Energie ist nicht ohne weiteres der in der Atmung freigesetzten Energie 
gleichzusetzen. 
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¥,, sondern 34 der Kulturflissigkeit abgelassen und durch frisches 
Nihrlésung I ersetzt. Das geschah, nachdem die frisch beimpften Kulturen: 
sich zunachst vier Tage lang ungehindert vermehrt hatten. Die Zellenzahl. 
betrug jetzt 3950 je 10-5 cm. Der Ersatz der Lésung wurde an zehn auf-: 
einander folgenden Tagen taglich vorgenommen. Dadurch sollte sich ein: 
Gleichgewicht einstellen, bei dem sich die Zellen taglich in vier Tochter-: 
zellen teilten. Nach zwei Tagen schien dieser Zustand in den beiden an-. 
gesetzten Kulturen, 8, und §,, bereits erreicht zu sein. Der Vermehrungs- | 
faktor schwankte in den folgenden Tagen noch etwas. Vom siebten Tag: 
(Beginn der Auswertung) bis zum 14. Tag (Ende des Versuchs) sank die: 
Zellenzahl unter den angegebenen Bedingungen von 375 auf 215 Zellen je: 
10-5 cm’. Der Vermehrungsfaktor 4 lie sich also nicht ganz aufrecht-. 
erhalten; im Mittel teiltensich die Zellentaglich in 3,6 Tochter-. 
zellen. 

Die Berechnung der absorbierten Lichtmenge stieB auf gewisse Schwie- 
rigkeiten, da bei der taéglich vorgenommenen 75% igen Erneuerung der} 
Kulturflissigkeit die Zellendichten und damit auch die Lichtabsorption: 
vor und nach dem Lésungswechsel groBen Schwankungen unterlagen, 
wie aus Tab. 6 ersichtlich ist. Die Lichtausnutzung la8t sich mit guter| 
Annaherung als etwa 6% angeben, wobei die Erntemenge eines Tages zu} 


Tabelle 6. Chlorella pyrenoidosa. Hingestrahlte Lichtleistung und Absorption in 


Starklichtkulturen. 
Nr. Kulturgruppe 8, S, 
1 | Strahlungsleistung, Watt ..... 1,84 1,69 
nach |zur Zeit} nach _ | zur Zeit 
der Entnahme | der Entnahme 
2} Am 7. ¢ Zellenkonz. je 10->cm’. . . 100 400 90 360 
3 | Kultur- Lichtabsorption, Prozent . 50 75 44 71 
4 tag je Zelle absorbiert, 10-12 Watt 83,0 34,5 74,7 30,1 
5 | Am 14. ( Zellenkonz. je 10-5 em3. . . 60 240 45 185 
6 | Kultur- Lichtabsorption, Prozent. . 27,5 50 15 37 
7 tag je Zelle absorbiert, 10-12 Watt 76,2 34,7 50,2 31,0 
8 | Lichtausnutzung, Prozent.der gesamten ; 
Strahlungsleistung ........ 2,0 : 
9 | Ausnutzung des absorbierten Lichtes, % 6,3 


der mittleren Lichtabsorption des gleichen Tages in Beziehung gesetzt 
wurde. Die absorbierte Energie wurde also mit etwas besserem 
Wirkungsgrad ausgenutzt alsinden Kulturen mit schwachem 
Licht. Bei den Schwachlichtkulturen mute nimlich eine gegeniiber 
der Erntemenge 6—20mal gréBere Menge an Zellsubstanz! auBer mit 
der Energie, die fiir die Bildung neuer Substanz benotigt wurde, staindig 


‘In Kultur E (Tab. 4) betrug der tagliche Zuwachs 0,1 g Trockensubstanz; die 
gesamte Zellsubstanz der Kulturréhre hatte ein Trockengewicht von 1,5—2 g. 
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mit der zur Aufrechterhaltung des Lebens erforderlichen Energie versorgt 
werden. Diese ,,Ballast-Substanz‘‘ macht bei den Starklichtkulturen 
nur ungefahr ein Viertel der Erntemenge aus. Uber den Quanten- 
verbrauch je Zellteilung la8t sich nur aussagen, daB er zwischen 10 
und 15 - 10 Quanten liegen diirfte. Damit liegt er nur wenig iiber den 
fur geringe Lichtabsorption der Hinzelzelle gefundenen Werten. 

Der Erhéhung der Vermehrungsintensitaét gegeniiber den 
Teilungsraten der Schwachlichtkulturen ging wiederum eine 
starke Erhéhung des Stickstoffanteiles der gebildeten orga- 
nischen Substanz parallel (Tab. 7), wahrend sich der Lipoidgehalt 


Tabelle 7. Chlorella pyrenoidosa. Vermehrung und Analysenwerte.von im Starklicht 
gewachsenen Zellen mit einer Leistungsabsorption von 46—57 x 10-1 Watt. 


Kulturgruppe 8; S. 
we: Zelleabsorbiert, LOT Watts 155. <a la wale we lela: - yp 461 
Vermehrungsfaktor, Mittel aus acht aufeinanderfolgenden 
CON See utee ees eet Sel tsh teed, tier stun ilowtane 357 3,5 
_Generationsdauer in Tagen bei (theoretischer) Zweiteilung .| 0,5 0,5 
Reduzierter Stickstoff, Prozent der Trockensubstanz .. . 9,90 9,76 
Léslicher Stickstoff, Prozent der Trockensubstanz. . .. . 0,684 
Lipoide, Prozent der Trockensubstanz .........- 21,1 21,9 


1 Mittelwert aus den Daten der Zeilen 4 und 7 in Tab. 6. 


nicht wesentlich anderte. Besonders deutlich werden die Verhaltnisse, 
wenn man die Zusammensetzung und Menge der Substanz einer Zelle 
im Zusammenhang mit den Daten der Schwachlichtkulturen betrachtet 
(Tab. 8). Bis auf die Lipoide, die tiberall in ungefahr gleicher 


Tabelle 8. Chlorella pyrenoidosa. Gewicht und Zusammensetzung einer Zelle bei wnter- 
schiedlicher Vermehrungsintensitat; Generationsdauer zwischen 0,5 und 20 Tagen. 
ent Ce 


Kulturgruppe Ey Fy Gi Hy, Ss, 
Je Zelle absorbiert, 10-12 Watt. . 1,4 2,8 4,4 5,4 57 
Vermehrungsfaktor.......- 1,050 1,065) 1,1 1,13 Sei 
Generationsdauer, Tage... . - 20 14 10 7,7 0,5 
Gewicht einer Zelle, lO’ g . . . 5,86 6,84 7,03 7,36 8,03 


Lipoide in Prozent d. Trockensubst.| 22,3 Peppa 22,5 22,8 21,1 
EiweiB in Prozent d. Trockensubst. | 37,50 39,24 39,62 41,90 67,7 
Kohlenhydrate in Prozent d.Trocken- 


BUDS LAMZ cm. eaieics sts) = Ra) 29,3 28,6 26,1 7,0 
Asche in Prozent d.Trockensubstanz| 5,72 5,98 6,06 6,30 10,02 
Fisen in Prozent d.Trockensubstanz| 0,098 0,10 0,60 


Menge vorhanden waren, erwiesen sich alle untersuchten Ver- 
bindungen in ihrem Anteil an der Zellsubstanz von der durch 


die Zelle absorbierten Lichtleistung abhangig. Auf die Inten- 
16* 


— eS 
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sivierung der Zellteilungstiatigkeit bei stirkerer Beleuchtung ist bereits: 
hingewiesen worden. Sie betriagt in der Starklichtkultur S, das Vierzig- 
fache der Teilungsfrequenz der Schwachlichtkultur E,, wie aus dem Ver- 
gleich der Generationsdauer bei Zweiteilung hervorgeht+.Auffallendist, daB 
sich das Gewicht der Durchschnittzelle mit zunehmender Lichtintensitat, 
also bei schnellerer Zeliteilungsfolge, erhdhte: 5,9 - 10-1 g im schwach- 
sten, 8-10-12 g im starksten Licht. Der EiweiBgehalt der Zellen stieg in, 
der Versuchsreihe von 37,5 auf 57,7% der Trockensubstanz, und der An-. 
teil der Verbrennungsriickstande verdoppelte sich nahezu unter den. 
gleichen Bedingungen. } 

Besonders auffallig ist die Vermehrung des Hisengehaltes der Zellen; er betrug 
bei den Starklichtchlorellen das Sechsfache des Wertes der bei wenig Licht heran- 
gewachsenen. Die Asche der Algen mit dem hohen Eisengehalt war schwarz gefarbt 
gegeniiber rein weiBer Farbung der Verbrennungsriickstande der anderen Algen. 
Dies 148t auf (adsorptive?) Bindung groBer Eisenmengen an der Zelloberflache 
schlieBen. Sicher sind infolge der starken Vermehrungstitigkeit auch die eisen- 
haltigen Fermente angereichert. Aber die Erhéhung der Werte fiir Asche und 
Eisen braucht nicht unbedingt mit dem Lichtwert in der Kultur und der Zell- 
teilungsgeschwindigkeit verkniipft zu sein. Es ist durchaus denkbar, daB es bei 
Kulturen mit geringer Zellendichte nur deshalb zu einer vermehrten Einlagerung 
kommt, weil hier der auf eine Zelle entfallende Anteil von Salzen der Nahrlésung 
groBer ist und weil mit der vermehrten Einlagerung kein zusiatzlicher Verbrauch 
an Energie verbunden sein diirfte. 

Die Vermehrung der EiweiBstoffe geht offenbar auf Kosten der 
Kohlenhydratsynthese vor sich, denn der Anteil der Kohlenhydrate 
fallt bei Erh6hung der Vermehrungsrate von 32 auf 7% der Trocken- 
substanz. Diese geringe Menge li Bt vermuten, dafB es bei schneller Zell- 
teilungsfolge nur zur Ausbildung einer sehr diinnen Zellmembran kommt. 


y) Alternde Kulturen. 


In den vorstehenden Versuchen wurde angestrebt, durch regelmaBigen 
Ersatz der verbrauchten Kulturlésung und durch Entfernung des Zu- 
wachses einen bestimmten Zustand der Kulturen aufrechtzuerhalten und 
somit Alterserscheinungen méglichst zu vermeiden. Bei dem folgenden 
Versuch sollen dagegen die Veriinderungen beim ,,Altern einer 
Chlorellakultur erfaBt werden. Damit die Veranderungen még- 
lichst rasch vor sich gehen, soll auf die Einzelzelle eine groBe Licht- 
leistung entfallen, was der Fall ist, wenn die Zellendichte in der Kultur 
relativ niedrig gehalten wird. Das ist z. B. durch entsprechende Regu- 
lierung der Stickstoffversorgung méglich. 

Die in Kap. IT, A, 2 beschriebenen Versuche haben ja gezeigt, daB die Zellen 
bei einem bestimmten Stickstoffgehalt, naimlich 1,6 + 10~1 g, ihre Teilungen ein- 


stellen. Soll nur eine begrenzte Anzahl Zellen in der Kultur herangezogen werden, 
so kann man die Mengen assimilierbaren Stickstoffs entsprechend beschranken; 


* Vgl. die Ausfiihrungen hierzu in Kap. I, 2g. 
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durch Multiplikation der gewiinschten Zellenzahl mit der aufgefiihrten Mindest- 
stickstofimenge je Zelle kann die fiir eine bestimmte Anzahl Zellen erforderliche 
Stickstoffmenge berechnet werden. Sie betrug in unserem Fall 3,9- 10-2 gcc 
als KNO, zu jeder der zwolf Kulturen (Inhalt 1410 cm’) zugesetzt wurden. Die 
Konzentration der iibrigen Salze war wie in Kap. I, 2e fiir Nahrlésung II angegeben. 
Die dauernd eingestrahlte Lichtleistung betrug dabei im Mittel 1,66 Watt, die Tem- 
peratur 25°C, und die eingeblasene Luft war, wie stets, mit 5% Kohlensaure 
-versetzt. 

Die Algen wurden aus den zwélf Kulturen nacheinander in sich vergroBernden 
Zeitabstanden geerntet. Um etwa vorhandene Unterschiede zwischen den einzelnen 
Kulturen und Zufallswerte auszuschlieBen, wurde der Inhalt simtlicher Réhren 
vor der Probenentnahme zusammengegossen und der Rest anschlieBend wieder 
auf eine entsprechend geringere Anzahl] Rohren verteilt. 


Die Veranderungen eines Teils der kontrollierten Faktoren und Sub- 
stanzmengen sind in Abb. 13 in Abhingigkeit vom Alter der Kultur 
graphisch dargestellt. Die einzelnen Kurven veranschaulichen 


1. die eingestrahlte Energie (Lichtmenge) ; 
2. den Prozentsatz des zu dem betreffenden Zeitpunkt absorbierten Anteils der 

Strahlungsleistung ; 

3. die gesamte bis zu dem betreffenden Zeitpunkt bereits absorbierte Energie; 
4. die als Warmeinhalt der organischen Substanz gebundene Energie (um den 
Kurvenverlauf zu verdeutlichen, sind simtliche Werte mit 10 multipliziert!); 
. die Zellenkonzentration; 
. den Vermehrungsfaktor ; 
7.—11. die Menge und Zusammensetzung der gebildeten organischen Substanz: 
F Neutralfette und (durch Kurve 8 abgeteilt) sonstige Lipoide ; 
Z Zellulose, Zucker und sonstige Kohlenhydrate ; 
E Eiwei8 und andere Stickstofiverbindungen; 
A Asche; 

12.—18. Trockengewicht und Zusammensetzung der Durchschnittszelle zu ver- 
schiedenen Zeiten der Kultur (das Trockengewicht der Durchschnittszelle ist 
dem Radius der Kreise proportional und der Prozentsatz der Substanzen den 
Winkeln) ; 

19. die gebundenen Kohlenstoffatome ; 

20. die in der Kultur als NO’, verfiigbare Stickstoffmenge?; 

21. die Menge reduzierten Stickstoffs?; 

22. den Anteil loslicher Stickstoffverbindungen am Gesamtstickstoff (mit 2 multi- 
pliziert!). 

Die zur Beimpfung verwandten Zellen stammten aus einer Kultur, die 
bereits sehr dicht war und eine sehr langsame Zellteilungsfolge aufwies. 
Die eingeimpfte Algenmenge, 15 Zellen in 10-> em’, war in der Nahrlésung 
mit bloBem Auge nur an einer schwachen Triibung zu erkennen. In dem 
starken Licht und der frischen Nahrlésung begannen sich die Zellen 
rasch zu teilen (Kurve 6), die Kulturen wurden schnell hellgriin und bald 
darauf dunkelgriin. Das Gewicht der Durchschnittszelle hatte sich wahrend- 


dessen erhéht, es betrug am dritten Tag (Nr. 13) 8-10- g gegentiber 


_1Vom 4. Tag an war die Menge NO’, in der Nahrlésung < 1% der urspriing- 


lichen Gabe. 
2 Vor dem 4. Tag aus der Abnahme der Nitratkonzentration erschlossen. 


S> Ol 
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6,6 - 10-12g der Impfzellen. Der Gehalt an Stickstoffverbindungen, der 
zur Zeit der Beimpfung 42% der Trockensubstanz ausgemacht hatte, war 
am dritten Tag auf 62% angestiegen. Am vierten Tag war jedoch der 
assimilierbare Stickstoff in der Nahrlésung (Kurve 20) erschépft, und die 
Zellen konnten sich nun nur noch unter Verminderung des EiweiBgehaltes 
der Einzelzellen teilen, deren Gewicht (Nr. 14) auf 5,3 + 10-1? g zuriick- 
ging. Am fiinften Tag war die maximale Zellenzahl, 1630 Zellen in 
10-5 cm? (Kurve 5), erreicht; der Vermehrungsfaktor ging auf 1 zuriick. 
Die weitere Substanzvermehrung (Kurve7) ging durch Ge- 
wichtszunahmen der Einzelzellen (Nr. 14—18) vor sich. Am 
fiinften Tag hatte auch die Absorption des in die Kultur eingestrahlten 
Lichtes (Kurve 2) ihren Hohepunkt erreicht. 


400 450 500 550 600. 650 700 mp 750 


Abb. 10. Chlorella pyrenoidosa. Extinktion einer Zellaufschwemmung in aqua dest. a) aus voll- 
stiindiger Nihrlésung (400 Zellen in 10-'cm®), b) aus Stickstoffmangellésung (800 Zellen in 10-5 cm*). 
Wiihrend die Zellenzahl weiterhin unvermindert beibehalten wurde, 
ging hingegen die Absorption von diesem Tage an wieder zuriick, denn 
die Farbstoffe in den Algen wurden wieder abgebaut. Die tief- 
griine Farbung der Kultur wurde erst gelbgriin und dann gelb; am Ende 
des Versuchs war die Lésung nur noch milchig triib. In Abb. 10 ist das 
Extinktionsspektrum! der farbstoffreichen Impfalgen dem der fast farb- 
losen Algen der ,,gealterten“ Kultur, beide in destilliertem Wasser, gegen-_ 
tibergestellt. In den letzteren sind nur noch so wenig Farbstoffe vorhan- 
den, dafi ihre Absorptionsmaxima kaum noch angedeutet sind. Z. B. 
sank der Chlorophyllgehalt der Algen vom 1. bis zum 25. Tag der Kultur 
von 4,1%, der Trockensubstanz auf 0,06% ab. Trotzdem wurden immer 
noch mehr als 50% des eingestrahlten Lichtes ,,absorbiert‘’ (Kurve 2). 
Der gleichmaBige Verlauf der Extinktionskurve laBt allerdings darauf 
schlieBen, da die Lichtschwichung hauptsiichlich auf Streuung be- 
+ Aufgenommen mit einem Buckman-Spektralphotometer. Die Werte sind des 


besseren Vergleichs wegen als E = log I,/I aufgetragen. Die biologische Bedeutung 
der Lichtabsorption in Prozent (SkyYBOLD u.WEISSWEILER, 1943) bleibt unbestritten. 
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ruhte. Zur Ausmessung der Extinktionskurve der farbstoffreichen Algen 
wurde eine Suspension mit einer nur halb so groBen Zellendichte benutzt. 
Zumindest ist also der Betrag, um den die Werte dieser Kurve die Werte 
der farbstoffarmen Algen iiberragen, auf echte Absorption durch. Farb- 
stoffe zurtickzuftihren. Der Kurvenverlauf zeigt beim Vergleich mit dem 
Absorptionsspektrum der Farbstofflosungen in Methanol (Abb. 11) er- 


v0 _—_—S 
Abb. 11. 


Abb. 11. Chlorella pyrenoidosa. Extinktion des Methanolauszuges 

von Zellen a) aus vollstindiger Nahrldsung, b) aus Stickstoff- 

Mangellésung. (Kurve 6 aus zehnmal soviel Trockensubstanz wie 
Kurve @). 


Abb. 12. Chlorella pyrenoidosa. Zellen mit zuriickgebildeten Chloro- 
plasten (Chl) und eingelagerten Fettropfen (Ff). : O1234 5p 


Abb. 12. 


hebliche Unterschiede sowohl in der Lage der Minima und Maxima, als 
auch in dem Verhiltnis der Extinktion der Extremwerte. Diese bereits 
wiederholt beobachtete Erscheinung wird auf die Art der Bindung 
zurickgefiihrt, in der die Farbstoffe in vivo vorliegen (vgl. Noppak u. 
ErcunHorr, 1939; SzyBoLD u. WEISSWEILER, 1942). 

Die absorbierte Energie wurde bei laufend verminderter 
Lichtausnutzung in erster Linie in Neutralfetten gespeichert, 
die vom 15. Tag der Kultur an etwa 90% der Lipoide ausmachten. Im 
Mikroskop lieBen sich bei diesen Zellen (Abb. 12) neben einem schmal 
sichelformigen Chloroplasten im wesentlichen nur ein oder mehrere groBe 
Fettropfen erkennen. Dabei war das Gewicht der Durchschnittszelle ver- 
doppelt (Abb. 13, Nr. 17). Der Anteil der Phospholipoide an den Lipoiden 
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stieg von 0,6 bisauf 1,2°% .Gleichzeitig fiel der Anteil der Kohlenwasserstoffe: 
an den Lipoiden von 1,4 auf 0,2% und der der Sterinester (?) von 2,3 auf 
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1,8%. Die geringen Werte der freien Sterine (< 0,4% )! erlaubten es nicht, 
Schliisse auf ihr Verhalten zu ziehen. Bis zum 15. Tawe wurden auch noch 
Kohlenhydrate aufgebaut; von diesem Tage an nahm die Menge der vor- 


A Bestimmt durch Digitoninfallung nach Wrnpavs (1910). 
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handenen Kohlenhydrate wieder ab. Offenbar nahmen Abbauvorginge 
(Photooxydationen?) einen immer gréBeren Umfang an, denn auch die 
Eiweimenge verminderte sich. Es wurden aber noch weiterhin so viel 
Fette synthetisiert, daf die Gesamttrockensubstanz noch anstieg. In 
diesem Zeitraum um den 15. Tag haben sicher wesentliche Umstellungen 
des Stoffwechsels stattgefunden. Bis zu diesem Termin zeigte die 
Menge der gebundenen Kohlenstoffatome (Abb. 13, Kurve 19) einen 
fast gradlinigen Anstieg; die Zahl der in 24 Std assimilierten Kohlen- 
stoffatome sank vom 4. Tag (5,5- 10?!) bis zum 15. Tag (4,7 - 1074) 
nur um 14%, in der Folgezeit bis zum 25. Tag aber rasch auf den 
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Abb. 13. Chlorella pyrenoidosa. Veranderungen beim ,,Altern“ einer Kultur in Stickstoffmangel- 
lésung. Erster Teil der Abbildung auf S. 236. Erlauterung im Text. 


zehnten Teil. Es fand nur noch eine geringe Zunahme der gesamten 
Substanz statt. 

Vom 25. Tage an hatten destruktive Reaktionen die Oberhand 
gewonnen; nun werden auch mehr Fette abgebaut als synthetisiert. 
- Der Phosphatidgehalt stieg auf 1,9% der gesamten Lipoide, und der 
EiweiBabbau wurde durch eine Zunahme der léslichen Stickstoffverbin- 
dungen (Kurve 22) unterstrichen. Lediglich die Aschenmenge blieb bei 
diesem Geschehen konstant. 

Auch in diesem Zustand vermochten die Algen auf Stickstoffzusatz 
innerhalb weniger Stunden zu ergriinen. Es trat allerdings keine Zellen- 
vermehrung wieder ein. Dazu bedurfte es vielmehr véllig neuer Nahr- 
lésung. Offenbar wurde die Zellteilung durch Abbauprodukte aus der 
beginnenden Autolyse, die sich nun in der alten Nahrlésung befanden, 
unterbunden; SponHR und Mitarb. (1949) haben in solchen Kulturen 
niedere Fettsauren als wirksames Agens identifiziert. 
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B. Ankistrodesmus falcatus und Scenedesmus obliquus. 


Versuche mit Ankistrodesmus und Scenedesmus hatten ahnliche Ergebnisse wie 
die mit Chlorella. Allerdings konnten Zuwachs und Erntemengen von Ankistro- 
desmus nicht quantitativ erfaBt werden, da sich diese Alge bei unseren Versuchen 
stets in Héhe des Wasserspiegels an der Innen- und AuSenwand der Kulturréhren 
in groBen Mengen festsetzte. Nach den Untersuchungen RoupeEs (1948) zeigt Anki- 
strodesmus nur bei sehr geringen Nahrsalzkonzentrationen optimales Wachstum; 
man kann deshalb annehmen, daB die Konzentration der Nahrsalze in unseren L6- 
sungen fiir die Alge zu groB war. 

In Tab.9 sind die Analysendaten der in Stickstoffmangellésung verfetteten 
Algen angegeben. Die Ankistrodesmuskultur wurde nach 10,5 Tagen in 
Nahrlésung IT mit 1,26 -10-* KNO, ausgewertet. Sie hatte gelbe Farbung. Die 
Scenedesmuskultur in Nahrlosung nach GerpEs (1951) wurde nach 17 Tagen aus- 
gewertet; sie war rétlich-braun gefarbt. Offenbar gehérte dieser Stamm zu den 


Tabelle 9. Scenedesmus obliquus und Ankistrodesmus falcatus. Analysenergebnisse von 
bei Stickstoffmangel verfetteten Algen. 


Scenedesmus Ankistrodesmus 
obliquus falcatus 
Lipoide, %d.Trockensubstanz ... . 43,3 Sis 
Neutralfette Coe al BEC RE 79,1 76,2 
Farbstoffe Line de Kaiya 9,0 13,8 
Phosphatide Popa | 1,6 
Reduzierter Stickstoff, 
oO, d. Trockensubstanz. .. |... «|; 1,7 1,9 
Kohlenhydrate, % d.Trockensubstanz. . 44,2 48,0 
Asche, % d.Trockensubstanz. . . . . . 1,9 2,5 


Pflanzen, die beim Altern neue, sonst nicht vorhandene Farbstoffe ausbilden. 
Solche Erscheinungen kennt man von Haematococcus (TISCHER, 1944), Proto- 
siphon (STRAIN, 1949) und vielen anderen. 


Beim Vergleich der Analysenergebnisse von Scenedesmus und Ankistrodesmus 
mit denen von Chlorella fallt der hohe Kohlenhydratanteil auf. Chlorella pyrenoidosa 
mit einer vergleichbaren Menge Lipoiden, 39,2%, enthielt 3,16% Stickstoff und 
36,1% Kohlenhydrate; Chlorellen mit vergleichbarem Stickstoffanteil 1,8%, ent- 
hielten 65,1% Lipoide und nur 21,7% Kohlenhydrate. Das Verhaltnis EiweiB zu 
Kohlenhydraten ist bei Ankistrodesmus und Scenedesmus mehr zur Seite der Kohlen- 
hydrate verschoben. 


III. Besprechung. 

SPorHR und MILNER (1949) haben gezeigt, daB die Zusammensetzung 
der organischen Substanz von Chlorella bei Stickstoffmangel auBerordent- 
lichen Verainderungen unterworfen sein kann. Sie sind in erster Linie 
durch entgegengesetztes Verhalten des Eiwei8- und Lipoid- 
anteiles charakterisiert. Diese Erscheinung, die auch von Hefen be- 
kannt ist (StemvER, 1938; Herpr, 1939; Ripper, 1940; BERNHAUER, 
1946; ReEtNartz, 1950), bestimmt die Ergebnisse der Versuche iiber 
die Abhingigkeit der Substanzzusammensetzung vom Nitratgehalt der 
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Nahrl6sung (Kap. IT,A, 2). Eine stoffwechselphysiologische Er- 
_ klarung-dieser Erscheinung liegt nahe: 

Die bei der Photosynthese gebildeten primaren Assimilate (BENSON, CALVIN u. a., 
1949) werden im Intermediarstoffwechsel zu Ketosauren verarbeitet. In dem MaBe, 
wie durch Abbau von Assimilaten oder durch direkte Verkniipfung mit der Photo- 
synthese (WARBURG u. NEGELEIN, 1920; BursrrOm, 1942, u. a.) reduzierter Stick- 
stoff zur Verfiigung steht, werden die Ketosiuren in Aminosauren (CALVIN u. BEN- 
son, 1949) umgewandelt. Beim Fehlen von Stickstoff kénnen natiirlich keine 
Aminosaéuren gebildet werden. Der sich infolge der Zellteilungen vermindernde 
Hiwei®8bestand der Zellen kann daher nicht erganzt werden; bei 1,6 - 10-18 g Stick- 
stoff je Zelle entsprechend 0,9 - 10-1 g EiweiB (unter Beriicksichtigung der stick- 
stoffhaltigen Nichteiwei8-Verbindungen) wird dann — wie unsere Versuche gezeigt 
haben — die Vermehrung eingestellt. Die Assimilate werden nunmehr unter Re- 
duktion zu héheren Fettsiuren kondensiert. Die aus der Photosynthese anfallende 
Energie wird in Neutralfetten gespeichert, den energiereichsten Bausteinen der 
organischen Substanz. 

Ein betrachtlicher Teil der Assimilate wird jedoch stets zum Aufbau 
von Lipoiden verwandt. Es ist in den vorstehenden Versuchen nicht 
gelungen, Chlorella pyrenoidosa mit weniger als 21% Lipoiden heran- 
zuziehen, obwohl SporHR und Minner fiir Algen von ihrem Stamm aus 
der Elementarzusammensetzung einen Lipoidgehalt von nur 4,5% be- 
rechnet haben. Der niedrigste Lipoidanteil auch der von Miinzr (1948) 
veroffentlichten Chlorella-Extraktionen betrug 23,5% und liegt somit in 
der Nahe unserer Werte. 

Die maximale Lipoidmenge betrug bei unseren Versuchen 70% 
der Trockensubstanz. (MILNER analysierte bei vergleichbarer Extrak- 
tionsmethode Chlorella, die in Stickstoffatmosphare mit 5% Kohlensaéure 
herangezogen war und sogar 76% Eipoide enthielt). Die Erhéhung des 
Fettanteiles von 21% auf 70% ging in unseren Versuchen nicht auf 
Kosten der tibrigen Substanz vor iss Unter allen kontrollierten Fak- 
toren gingen nur die Werte fiir die Farbstoffe auch absolut zurtick. Diese 
Erscheinung kann zur Zeit noch nicht hinreichend erklart werden; Ver- 
suche, die hieriiber Aufklarung schaffen sollen, sind in Vorbereitung. 
Der Vergleich der in Tab. 1 und 2 aufgefiihrten Werte fiir die Substanz- 
zusammensetzung bei unterschiedlichem Nitratgehalt der Nahrlésung 
zeigt, daB die Substanz aller bei gleichzeitiger Ernte so ver- 
schiedenartig zusammengesetzten Kulturen trotzdem in 
einem bestimmten physiologisch definierten Zeitpunkt — 
namlich der Einstellung der Zellvermehrung — die gleiche Zusam- 
mensetzung aufwies. Die unterschiedlichen Nitratgaben bewirkten 
namlich, da8 der assimilierbare Stickstoff in den Kulturen verschieden 
rasch erschopft war. Dies war natiirlich in den Kulturen mit den gering- 
sten Nitratgaben zuerst der Fall. Hier wurde die Zellteilung daher zuerst 
eingestellt und die Fettsynthese am friihesten begonnen. In den anderen 
Kulturen traten die gleichen Erscheinungen in der Reihenfolge der 
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abgestuften Nitratgaben auf. Alle Kulturen verliefen also tiber die 
gleichen Stadien (Tab. 2), nur zeitlich verschoben. In der Zeit bis zur 
Einstellung der Zellteilungen, in der Vermehrungsphase, wird die ab- 
sorbierte Energie zur Erzeugung von Zellsubstanz benutzt, die dann zur 
Bildung neuer Zellen dient; nach der Sistierung der Zellenvermehrung 
wird in der Speicherphase die Energie in Neutralfetten gespeichert. Das 
sind die gleichen Erscheinungen, die LiypNER (1917) und FINK u. 
Mitarb. (1938) bei Hefen als EiweiB- und Fettgeneration kennzeichneten 
und die Denx-CzurDA (1942) bei heterotrophen Flagellaten Konkor- 
danz- und Diskordanzstadium nannte. (Vgl. hierzu auch v. WitscH, 1948, 
und v. DENFFER, 1948). 

Auch bei optimaler Nahrstoffversorgung ist eine erhebliche Variation 
in der Zusammensetzung der Chlorellasubstanz méglich, wie die Versuche 
iiber die Lichtabhaingigkeit der Substanzzusammensetzung 
(Kap. II, A, 3) deutlich zeigten. Bei gr6Berer Energieaufnahme infolge 
stirkerer Beleuchtung und Lichtabsorption der Einzelzelle wurde offen- 
bar die Bildung von Aminosauren besonders geférdert, was man auch aus 
dem erhéhten Anteil léslicher Stickstoffverbindungen schlieBen kann. 
Die Folge war eine verstarkte EiweiBsynthese. Der Lipoidgehalt blieb 
nahezu konstant, wahrend der Kohlenhydratanteil auf sehr niedrige 
Werte sank (Tab. 8). Dem Antagonismus Fett — Eiwei8, gesteuert 
durch den assimilierbaren Stickstoff in der Nahrlésung, kann man 
also den Antagonismus Eiweif — Kohlenhydrate gegeniiberstel- 
len, der durch die Lichtleistung ebenfalls gesteuert werden kann. 
Beide Erscheinungen liegen dem Schema in Abb. 14 itiber die Steuerung 
von Chlorellakulturen zugrunde. In Kulturen mit optimalen Nahrstoff- 
gaben und schwacher Beleuchtung der Einzelzelle wird sich die in der 
Mitte des Schemas gekennzeichnete Substanzzusammensetzung ergeben 
mit ungefahr 5% Asche, 22% Lipoiden, 37% Eiwei8 und 36% Kohlen- 
hydraten. Bei starker Beleuchtung der Einzelzelle und optimaler Nahr- 
stoffversorgung zeigt der linke Teil des Schemas, da der Prozentsatz an 
EiweifS zunimmt und der Kohlenhydratanteil sinkt. Der Aschenanteil 
erh6ht sich auch etwas. Bei Stickstoffmangel — rechts im Schema — 
nimmt dagegen der Prozentsatz an Lipoiden zu, der Kohlenhydrat- und 
besonders der EiweiBanteil an der gebildeten Substanz geht zuriick. Die 
Extremwerte der Stickstoffmangelerscheinung wurden bisher nur bei 
verhaltnismaBig starker Beleuchtung erreicht. Selbstverstindlich gibt es 
alle Ubergangsstufen; in einer Kultur kénnen alle Stadien von links nach 
rechts in natiirlicher Folge durchlaufen werden. 

Der Erhéhung des EiweiBanteiles an der Substanz ging in allen 
beschriebenen Versuchen eine Vervielfachung der Teilungsfre- 
quenz parallel. In den bei Stickstoffmangel alternden Kulturen kam es 
trotz reichlicher Energiestrahlung und der Synthese aller Zellsubstanzen 
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auBer Kiweif zur Einstellung der Zellteilungen. Die Bedeutung des Pro- 
_ zentsatzes der KiweiBstoffe an der Gesamtsubstanz fiir die Vermehrungs- 
intensitat scheint damit erwiesen. 


Pratt (1940) hat bei Chlorella vulgaris und vy. DENFFER (1948 a) bei Nitzschia 
palea eine Hinstellung der Zellteilungstatigkeit trotz ausreichender Nahrstoff- 
versorgung gefunden. Beide Autoren machen einen spezifischen Hemmstoff fiir 
diese Erscheinung verantwortlich, der nach Prarr (1943) tiber die Photosynthese 
und nach y. DenFrrer (1948 b) direkt auf die Mitose wirken soll. Zwar vermag man 
nach den vorstehenden Ergebnissen nicht in dieser Frage zu entscheiden, doch liegt 
die Vermutung nahe, dafs es sich auch bei den von den beiden Autoren beschrie- 
benen Erscheinungen um einen Mangel an EiweiBsubstanz gehandelt haben 
kénnte, der méglicherweise in einer Vergiftung der zur Stickstoffassimilation be- 
notigten Fermente seinen Grund hat. 
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Abb. 14. Schema zur Steuerung von Chlorella-Kulturen. Die Zusammensetzung der organischen 
Substanz in Abhingigkeit vom Licht und assimilierbarem Stickstoff. 


Die Befunde tiber die steigenden Stickstoffmengen in der organischen 
Substanz beiverstarkter Beleuchtung der Hinzelzelle stehenim Widerspruch 
zu Untersuchungen von Mymrs (1946 a), der eine Abnahme des Stickstoffgehaltes 
der Chlorellen bei Verstarkung der Beleuchtung fand. Auffallende Unterschiede in 
den Stoffwechseleigentiimlichkeiten nahe verwandter Arten und sogar zwischen 
verschiedenen Staémmen der gleichen Art sind schon éfter beobachtet worden (z. B. 
Garrron, 1939). Der Gegensatz kénnte aber auch methodische Griinde haben. Der 
Stickstoffgehalt wurde nimlich von Myers nach der KsELpAuu-Veraschung durch 
Zusatz von Nessuers Reagenz colorimetrisch bestimmt. Diese Methode liefert unter 
Umstanden keine exakten Werte (THIEL, 1939). Myrs gibt zudem an, da8 Kontroll- 
analysen nach der Methode von Dumas geringere Stickstoffwerte ergaben. Dies legt 
die Vermutung nahe, da auch hier an der Genauigkeit der Colorimeterwerte einige 
Zweifel berechtigt sind, Da die Kse~panu-Methode nur reduzierten Stickstoff 
erfaBt, miiBte die Methode nach Dumas bei Nitraternihrung namlich héhere Werte 


ergeben. 
An anderer Stelle hat Myrrs (1946b) u. a. nachgewiesen, da8 bei 
steigender Beleuchtungsstarke die Photosynthese — gemessen an der 


Sauerstoffabgabe — noch zunimmt, wenn die Erhéhung der Substanz- 
produktion bereits eingestellt ist. Zur Erklérung dieser Erscheinung 
diskutieren MyErs und Jounston (1949) auch die Méglichkeit, daB bei 
verstarkter Beleuchtung mehr reduzierte Substanz gebildet wiirde. Die 
vorstehend gefundene Erhohung des EiweiBanteiles im Starklicht konnte 


i 
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eine Stiitze fiir diese Annahme bilden. MyzErs fihrte seine Assimilations- 
messungen in vollstindiger Nahrlésung aus, so da also KiweiBstoffe syn- 
thetisiert werden konnten. Das Eiwei8 steht auf einer héheren Reduk- 
tionsstufe als die Kohlenhydrate. Bei Vermehrung des EiweiBgehaltes 
durch verstirkte Beleuchtung der Einzelzelle steigt daher auch der 
Energieinhalt je Einheit Trockensubstanz (Tab. 10). Bei Versuchen in 
Carbonatpuffern ist die gleiche Erscheinung zu erwarten, nur daB sie 
dann auf Fettsynthese (Abb. 14, Stickstoffmangel) zuriickzufiihren sein 
wird. 

Tabelle 10. Chlorella pyrenoidosa. Verbrennungswarme der Trockensubstanz bet unter- 


schiedlicher Lichtabsorption durch die Einzelzelle (berechnet aus der Zusammen- 
setzung der organischen Substanz). 


Kulturgruppe | E, Fy / Gy | Hy | Si 
Je Zelle absorbiert, 10712 Watt} 1,4 2,8 4,4 5,4 57 
cal/g Trockensubstanz . . 5600 5640 5650 5680 5790 


Diese Erscheinungen sind von grundsitzlicher Bedeutung bei allen manome- 
trischen Bestimmungen der Quantenausbeute an Einzellern. Bei héheren Pflanzen 
ist es durchaus die Regel, daB die von einem Blatt absorbierte Energie ausschlieBlich 
in Form von Kohlenhydraten gespeichert wird (Smit, 1944); erst nach Abtrans- 
port der Assimilate vom Ort ihrer Entstehung findet in anderen Teilen der Pflanze 
ein Umbau der Kohlenhydrate zu Lipoiden und Eiweif statt, wobei ein Teil der 
Kohlenhydrate zur Beschaffung der erforderlichen freien Energie veratmet werden 
mu8. Diese raumliche Trennung kann es selbstverstandlich bei Einzellern nicht 
geben. Auch eine zeitliche Trennung zwischen der Synthese von Kohlenhydraten 
und deren weiterer Reduktion wurde bisher nicht nachgewiesen. 

Bei der manometrischen Bestimmung der fiir die Assimilation einer Molekel 
CO, erforderlichen Quantenzahl legt man meist die Gleichung 

6 CO, + 6 H,O + C,H,,0, + 6 O, 
zugrunde. Tatsachlich werden aber die gebildeten Kohlenhydrate teilweise zu 
Kohlenstoffverbindungen hédherer Reduktionsstufen weiter verarbeitet. (Beim 
Fehlen von assimilierbarem Stickstoff werden Fettsduren synthetisiert.) In der 
Tatsache, da der Assimilations- und Atmungsquotient bei diesen Messungen an- 
genihert — —1 war, glaubte man dennoch die Bedingungen obiger Gleichung 
erfiillt zu sehen. Auf der anderen Seite ist es aber bisher nicht gelungen, unter Be- 
dingungen, unter denen ohne Zweifel fast ausschlieBlich Fette synthetisiert wurden, 
den theoretischen Assimilationsquotienten —0,7 experimentell nachzuweisen (PIrR- 
son u. WILHELMI, 1950). Er wurde offenbar durch andere Prozesse verdeckt. Der 
Gaswechselquotient gibt eben die Bilanz aller Stoffwechselprozesse, und man kann 
ihn nicht willkiirlich auf einen StoffwechselprozeB beziehen (vgl. auch Myxgrs, 1949). 


In den Tab. 5 und 6 ist auch die Lichtausnutzung angegeben. Sie 
war bei stirkerer Beleuchtung der Einzelzelle geringer als bei niedrigerer 
Beleuchtung. Selbst wenn es gelingen sollte, die Lichtausnutzung durch 
Verbesserung der Kulturmethodik giinstiger zu gestalten, bleibt eine 
Ausnutzung des elektrischen Lichtes zur Produktion orga- 
nischer Substanz sehr unrationell, wie folgende Uberlegung zeigt : 
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Aus der Umkehrung der Gleichung 

C.H,,0, + 60, > 6CO, + 6H,O + 674 Kal. 
und dem elektrischen Warmeaquivalent 

1 kWh = 8,6 - 10? Kal. 

folgt, dai} ein theoretischer Organismus, der die absorbierte Energie rest- 
los in Zucker verwandeln kénnte, zur Bildung von 1 Mol Glucose eine 
Lichtmenge von 0,8kWh benétigt. Wirtschaftlich giinstige Leucht- 
mittel, wie die Quecksilberentladungslampen, wandeln ungefahr 10% des 
elektrischen Stromes in Licht um (vgl. Osram-Liste K). Von Mischlicht 
kénnen héchstens 50% ausgenutzt werden (WaRBURG und Mitarb., 
1923, 1951; ARNOLD, 1949, u.a.), und schlieBlich besteht die organische 
Substanz nur zum Teil aus wirtschaftlich verwertbaren Stoffen, so daB 
fiir 180 g Zucker im giinstigsten Fall 80 kWh aufzuwenden waren. 

Seit der Arbeit von Wargpure und NEGELEIN (1923) ist bekannt, daB 
bei der Verwertung des Lichtes zur Photosynthese nicht die absolute 
Energie, sondern die Zah] der Lichtquanten von Bedeutung ist. Es 
ist deshalb auch die Zahl der zum Aufbau einer Einheit organischer 
Substanz mit einem Kohlenstoffatom verbrauchten Quanten in den 
Tabellen angegeben. Ein Vergleich mit der Warpuraschen Quantenzahl 
(je Molekel bis zum Kohlenhydrat reduzierter Kohlensaéure) zeigt, daB 
fiir eine Verbesserung der Kulturmethode noch genug Spielraum ist. 
Allerdings wird stets ein Vielfaches des Warspuraschen Wertes an 
Quanten benotigt werden, da ein Durchschnittskohlenstoffatom auf 
einer héheren Reduktionstufe steht, als der der Kohlenhydrate und im 
Quantenverbrauch die zur Nitratreduktion aufgewandte Energie ent- 
halten ist. AuBerdem ist bei den in dieser Arbeit angegebenen Werten 
die nur zur Aufrechterhaltung des Lebens aufgewandte Energie nicht 
abgesetzt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Zur Massenkultur von einzelligen Griinalgen wurden Leuchtstoff- 
lampen benutzt, die direkt in die Nahrlésung eintauchten. Dabei konnte 
die eingestrahlte und absorbierte Lichtenergie bequem erfaBt werden. 

2. Abgestufter Nitratgehalt der Nihrlosung wirkte sich auf die Kul- 
turen nur durch verschieden rasche Erschépfung des assimilierbaren 
Stickstoffs aus. 

3. Nach Erschopfung des assimilierbaren Stickstoffs teilten sich die 
Zellen noch, bis der Stickstoffgehalt der Einzelzelle auf 1,6 - 10~™ g ge- 
sunken war. Dann fanden keine Zellteilungen mehr statt. 

4. In einer bei Stickstoffmangel ,,alternden Kultur von Chlorella 
pyrenoidosa wurden die Veriinderungen in der Zusammensetzung der 
organischen Substanz der Zellen verfolgt: 
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Der Gehalt an Eiweifstickstoff erreichte bei Erschépfung des Stick- 
stoffgehaltes der Nahrlésung sein Maximum und nahm von da an lang- 
sam aber stetig ab. Der Anteil léslicher Stickstoffverbindungen am Ge- 
samtstickstoff der Pflanzen nahm bis zum 25. Kulturtag ab und dann 
wieder zu. 

Die Kohlenhydratbilanz war bis zum 15. Kulturtag schwach positiv 
und sank von diesem Zeitpunkt an laufend ab. 

Die absorbierte Energie wurde nach Einstellung der Zellteilungen tiber- 
wiegend in Neutralfetten gespeichert, die bis zu 90% der Lipoide er-— 
reichten. Der Anteil der Lipoide an der Trockensubstanz stieg bis zum 
25. Tag der Kultur von 22% auf 70%. Zugleich damit erreichten die 
Zellen den maximalen Gehalt an Trockensubstanz. ; 

Vom 25. Tag an nahm auch der Fettgehalt wieder ab; der Gehalt der 
Zellen an organischer Substanz ging wieder zuriick. 

5. Der Farbstoffgehalt der Zellen nahm vom Zeitpunkt der Einstellung 
der Zellenvermehrung an laufend ab. Durch Gegeniiberstellung der Ex- 
tinktionsspektren der Algen und ihrer Farbstoffausziige zu Beginn und 
am Schlu&8 der Kultur wurden die eingetretenen Anderungen charakteri- 
siert. 

6. Die Zusammensetzung und Vermehrung von Chlorella pyrenoidosa 
in Abhangigkeit der von der Einzelzelle absorbierten Strahlungsleistung 
wurde untersucht. 

Dabei erwies sich u. a. der EiweiBgehalt der gebildeten organischen 
Substanz von der absorbierten Lichtleistung abhiangig. 

Erhéhung des EiweiBgehaltes erméglichte Vervielfachung der Teilungs- 
frequenz. 

7. Chlorellen, die sich tiglich zweimal teilten, enthielten sechsmal 
soviel Eisen, doppelt soviel Asche, anderthalbmal soviel EiweiB und ein 
Fiinftel an Kohlenhydraten wie solche, die sich in 20 Tagen nur einmal 
teilten. Der Lipoidgehalt war stets nahezu der gleiche. 


8. In Abhangigkeit von der Beleuchtungsstirke wurden 3—6% der 
absorbierten Lichtenergie als Verbrennungswirmen der organischen 
Substanz wiedergefunden und 45—90 Mole Quanten zur Synthese der 
auf 1 Mol Kohlenstoff entfallenden organischen Substanz verbraucht. 


9. Aus der Gesamtheit der Ergebnisse konnte ein Schema zur Steuerung 
von Chlorellakulturen auf die gewiinschte Zusammensetzung der orga- 
nischen Substanz entworfen werden. 


Herrn Professor Dr. R. Harper, der das Thema stellte, und Herrn Professor 
Dr. H. J. Devricke, bin ich fiir die Férderung dieser Untersuchungen zu groBem 
Dank verpflichtet; auch danke ich Herrn Professor Dr. A. Prrson, Marburg, fiir 
klarende Diskussion zahlreicher Kinzelfragen. 
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(Aus dem Institut fiir Pflanzenziichtung Quedlinburg 
der Deutschen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften.) 


Dauerorganbildung bei Rozella allomycis Foust, ein Beitrag 
zur Kenntnis der Sexualitat der niederen Phycomyceten. 


Von 
GEORG SORGEL. 
Mit 5 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 1. April 1952.) 


Uber die Sexualitat der eingeiBeligen holokarpen niederen Phyco- 
myceten ist noch recht wenig bekannt. Wahrend bei den Achlyogetonaceen 
mit Sicherheit noch keinerlei Geschlechtsvorginge beobachtet werden 
konnten, zeichnen sich sowohl die Olpidiaceen als auch die Synchytriaceen 
dadurch aus, daf ihre Schwirmer unter gewissen Umstanden mitein- 
ander kopulieren kénnen. Die gebildeten Planozygoten lassen ihren 
Inhalt nach dem Festsetzen auf ihnen zusagenden Wirtszellen in diese 
ubertreten und bilden schlieBlich Dauerorgane aus. Daneben scheint 
aber bei gewissen Formen noch eine andere Art der Vereinigung ge- 
schlechtsverschiedener Individuen vorzukommen. So verschmelzen nach 
Scuwartz und Coox (1928) bei Olpidium radicale nackte Protoplasten 
im Innern der Wirtspflanze. 

Das Zustandekommen von Kopulationen — und damit die Bildung 
von Dauerorganen — 1a8t sich in vielen Fallen darauf zuriickfihren, 
da8B tiberalterte ,,Zoosporen“ sich wie Gameten verhalten. In anderen 
Fallen sollen aber die Dauerorgane infolge ungiinstiger Auf enbedin- 
gungen entstehen, ohne daf Sexualitat dabei mit im Spiele ist. Auch 
fir Rozella allomycis, einem Vertreter der Olpidiaceen, werden von 
Foust (1937) nur AuBenfaktoren fiir ihre Entstehung verantwortlich 
gemacht. Sexualitaét wurde bei diesem Pilz bisher nicht beobachtet. 

Auf Stubenfliegen, die bei Untersuchungen tiber das Auftreten von 
niederen Pilzen im Erdboden als Kéder dienten (SORGEL, 1941), traten 
neben vielen unbefallenen Allomycesmycelien auch solche auf, in denen 
Rozella allomycis vorhanden war. Fiir die nachstehenden Untersuchungen 
wurden vier Herkiinfte verwendet. Das Ausgangsmaterial dazu stammt 
aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Géttingen. Zwei der Erd- 
proben stammen aus Mexiko (vom unteren Rio Panuco und aus der 
Umgebung von Veracruz), die dritte wurde aus einer Erde von La Libertad 
in Salvador isoliert, wihrend die vierte in einer Erde aus Manila vor- 
handen war. Durch Hinzugeben befallener Mycelien zu auf Fliegen kulti- 


vierten Allomycesindividuen lieBen sich die befallenen Allomyces-Stamme 
ibgie 
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als Rohkulturen leicht vermehren. Wahrend an den Rozellen von den 
Standorten 1, 3 und 4 keine morphologischen Unterschiede festzustellen 
waren, wich die Herkunft 2 deutlich durch ihre hellbraunen und mit 
langeren spitzeren Stacheln versehenen Dauerorgane ab. Diese seit 
mehr als 10 Jahren konstant gebliebene Form sei als var. pallida be- 
zeichnet. 

Zum besseren Verstindnis sei der Pilz kurz beschrieben. Die Keimung 
der Dauerorgane! vollzieht sich in der Weise, da8 nach allerdings am 
lebenden Objekt infolge der dunkelgefaérbten Membran nicht leicht 
zu verfolgenden Vorgiingen im Innern Schwirmer gebildet werden, 
die durch eine Offnungspapille nach auBen entlassen werden (Abb. 1). 


On 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Optischer Schnitt durch ein gekeimtes Dauerorgan von Rozella allomycis var. pallida mit 
6 ffnungspapille (O) und drei noch nicht ausgeschliipften Schwirmern. 


Abb. 2. Infektionsstadien der Schwirmer von Rozella allomycis auf einer Hyphe von Allomyces 
arbuscula var. arbuscula, Bei a ist ein Appressorium gebildet, bei 6 sind die Keimschliuche ins 
Innere eingedrungen und bei ¢ sind die Sporen entleert. 

Die Schwiirmer sind in der Regel eingeiBelig; die mehrfach aufgetretenen 
zwei- und mehrgeiBeligen stellen Ausnahmen dar. Nach kurzer Schwirm- 
zeit, die durch améboides Umherkriechen unterbrochen werden kann, 
setzen sie sich auf Allomyceshyphen bzw. -Fortpflanzungsorganen fest, 
runden sich ab, ziehen ihre GeiBel ein und umgeben sich mit einer 
festen Membran. Kurz danach wird an oder in der Nahe der Beriihrungs- 
stelle der unbeweglich gewordenen Spore mit der Hyphe ein Keim- 
schlauch in Gestalt eines Auswuchses sichtbar. Es kommt aber bisweilen 
vor, daB die Schwarmer, wenn sie in der Nihe der Hyphen zur Ruhe 
gekommen sind, schon in geringer Entfernung von diesen zu keimen 
beginnen. In solchen Fillen wird dieser Schlauch dann mehr oder 
weniger lang; als Extremfall wurde ein solcher von der 7fachen Lange 
des eigentlichen Sporenkérpers gesehen. Ist dies der Fall, wird in den 
meisten Fiillen beim Auftreffen auf die Wirtshyphe ein Appressorium 
gebildet (vgl. Abb, 2, a). Nicht so klar tritt dieses in Erscheinung, wenn 


Sie bleiben sehr lange keimfahig — sowohl bei Aufbewahrung in trockener 
Erde als auch in Leitungswasser auf Fliegen keimten sie noch gut nach 12 Jahren. 
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von vornherein ein Kontakt mit der Hyphe vorhanden ist. Nachdem 
_ die Hyphenwand durchdrungen ist, tritt der Sporeninhalt in das Wirts- 
plasma iiber. Die leeren Sporenhiillen bleiben noch lange erhalten (vgl. 


Abb. 2, c). Vom Parasiten ist im Innern zunichst 
nur wenig festzustellen. Lediglich einige, nicht 
ganz gleichmaBig gestaltete, durch ihr anderes 
Lichtbrechungsvermégen auffallende Teilchen, die 
in nicht infizierten Hyphen fehlen, lassen auf sein 
Vorhandensein schlieBen, HinzukommtauBerdem, 
da8 vom heranwachsenden parasitischen Plasma 
offensichtlich ein Reiz ausgeht, der einmal wachs- 
tumsbeschleunigend auf den Wirt wirkt und zum 
anderen schwache Hypertrophien verursacht. Be- 
sonders deutlich wird dieser EinfluB in den Fallen, 
in denen Mycelien befallen werden, die ihr Wachs- 
tum ganz oder nahezu ganz eingestellt hatten. 
Die Hyphenenden wachsen dann erneut aus, wobei 
das Plasma dunkler und dichter wird, als es in 
den parasitenfreien Hyphen ist. Allomyces be- 
ginnt, so scheint es, noch einmal mit der Bildung 
von Fortpflanzungsorganen. Die Hyphenenden 
schwellen tonnenformig an und gliedern sich vom 
tibrigen Mycel durch eine Querwand ab. Diese 
Wandbildung bleibt meist nicht auf das Hyphen- 
ende beschrankt, sondern geht in basipetaler Rich- 
tung weiter, so da Ketten von hintereinander 
liegenden Abschnitten entstehen. Bei einem Ver- 
gleich mit Sporangien nicht befallener Allomyces- 
pflanzen lat sich jedoch ein wesentlicher Unter- 
schied zu diesen feststellen. In diesen ,,Sporangien* 
k6nnen nimlich weitere Wande entstehen, die ent- 
weder von AuSenwand zu AuSenwand laufen und 
dabei haufig nicht senkrecht auftreffen oder von 
einer AuBenwand zu einer bereits gebildeten 
Zwischenwand ziehen (siehe Abb. 3, Endzellen). 
Dadurch wird ein sporangienahnlicher Behalter 


Abb. 3. Von Rozella allomycis 

befallene Hyphe von Allomy- 

ces arbuscula var. arbuscula, 
Erklarung im Text. 


in mehrere kleinere Teile zerlegt, deren Wande aber deutlich dinner 
als die AuBenwande sind. Die Ausbildung dieser sekundaren Wande 


kann aber auch vollkommen unterbleiben. 


In diesen so entstandenen Organen — seien sie nun mit Sekundir- 
wanden versehen oder nicht — entstehen sehr viele Schwarmer, die 
wesentlich kleiner als Allomycesschwarmer sind. Durch winzige Offnungs- 
papillen gelangen sie ins Freie (Abb. 4). Diese Schwiérmer verhalten 


at 
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sich genau so wie die eingangs beschriebenen aus Dauerorganen. Diese 
zweite Form der Fortpflanzungsorgane bildet sich im allgemeinen in 
den Abschnitten, in denen keine Sekundarwande aufgetreten sind, und 


zwar ebenfalls in basipetaler Folge. 

In Abb. 3 ist eine Endverzweigung von befallenem Allomycesmycel abgebildet. 
Wahrend im Endabschnitt. der linken Hyphe die Schwarmer bereits entlassen 
sind, ist ihre Bildung an der Spitze der rechten Hyphe 
noch nicht abgeschlossen. In den weiter zuriick- 
liegenden Teilen sind teils altere, typisch bestachelte 
Dauerorgane, teils noch in Bildung begriffene jiingere 
vorhanden. 


In den Rohkulturen, die zunachst nur vor- 
lagen, traten diese leicht zu erkennenden Dauer- 
organe in groBer Menge auf, und es hatte ganz 
den Anschein, als ob in jungen Kulturen zuerst 
nur Schwarmsporen bildende Behalter aus- 
gebildet wiirden, dagegen viel spater, nach 
gewisser Erschépfung der Nahrungsquelle, 
Dauerorgane in Uberzahl auftraten. Schon 
makroskopisch war ihr Vorhandensein leicht 
an der braunen bis schwarzbraunen Farbe der 
sie enthaltenden Allomyceshyphen zu erkennen. 


Um die Frage nach der Abhangigkeit der Organ- 
bildung von AuBenbedingungen einwandfrei klaren zu 
kénnen, waren Reinkulturen erforderlich. Solche sind 
aber bei einem obligaten Parasiten nicht ohne weiteres 
herzustellen. Jedoch gelingt es, Doppelreinkulturen 
zu bekommen, indem man die Eigenheit des Para- 
siten, sich von der Infektionsstelle aus in den Hyphen 
(als Plasmodium?) weiter zu verbreiten, ausnutzt. 
Dazu wurden kurze Stiicke von befallenen Allomyces- 
hyphen auf einen geeigneten Nihrboden gebracht. 
Fast stets bildeten solche Hyphen neue Verzweigungen 
bb. Bat . aus. Diese wuchsen zum Teil auch in den Nahrboden 
d . 4. Reife Schwirmsporen- ie 
pehiilter aneinerAllomyceshyphe. hinein. Durch Umklappen der Agarplatte konnte durch 
Der Behiilter a ist bereits ent- den Nahrboden hindurchgewachsenes bakterienfreies 
leert, bei > ist das Ausschliipfen Mycel abgeimpft werden. In den meisten Fallen war 
schon welt fortgeschritten und Gey Parasit noch im Innern solcher Hyph - 

bei ¢ hat es erst begonnen, ye 

6 = Offnungspapillen. handen. Dies zeigte sich vor allem in bald einsetzender 

reichlicher Schwarmerbildung. Derartige Kulturen 

zweier Organismen lassen sich ohne weiteres abimpfen, obwohl es immer wieder 

vorkommt, dafi parasitenfreie Sektoren entstehen. In ahnlicher Weise wurden 

im tbrigen auch die ,,twomembered cultures’ von Coucn (1939) bei Woronina 

polycystis in Achlya flagellata und von Emerson (1950) ebenfalls bei unserem 
Pilz und bei Rozella achlyae erhalten. 

In solchen Doppelreinkulturen wurden ziemlich unabhiingig von der 
Art des Nahrbodens, sofern er nur der Entwicklung von Allomyces 


giinstig war, stets in groBer Menge Schwiarmer gebildet. In einem Punkt 
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aber unterschieden sich solche Kulturen auffillig von den Rohkulturen: 
_ Dauerorgane wurden nicht ausgebildet. Dieser merkwiirdigen Tatsache 
wurde weiter nachgegangen. 

Das Alter der Kulturen schien ohne Einflu8 auf die Art der gebildeten 
Organe zu sein, da auch bis zum Eintrocknen des mit Agar verfestigten 
Nahrbodens aufgehobene Kulturen niemals zur Dauerorganbildung 
kamen. 

Wurde Allomycesmycel, Beichics auf Fliegen kultiviert war, in den 
verschiedensten Entwicklungsstadien durch Hinzugeben von in Schwiir- 
merbildung befindlichen Hyphenstiickchen infiziert, so entstanden nach 
der Infektion in den neu gebildeten Behaltern zwar immer wieder in 
groBer Zahl Schwarmer, aber keine Dauerorgane. Selbst nach mehr- 
monatiger Beobachtung — teils mit dazwischengeschaltetem abermaligen 
Hinzufiigen neuer Fliegen — gelang es nicht, den Pilz zur Dauerorgan- 
bildung zu bringen. 

Auch der Temperatureinflu8 konnte nicht von groBer Bedeutung sein, 
wie eine bei 18, 20, 24, 28 und 34° angesetzte Kulturserie ergab. 

Hine unterschiedliche Resistenz verschiedener Allomycesarten, die auf 
bestimmten Formen wohl Schwarmerbildung, nicht aber Dauerorgan- 
bildung erlaubte, konnte auch nicht vorliegen, wie Versuche ergaben, 
bei denen Rozella auf andere Arten iibertragen wurde. Als Wirt lieBen 
sich ohne Schwierigkeiten folgende Arten bzw. Varietaéten nehmen: 
Allomyces arbuscula var. arbuscula und var. minor, A. javanicus var. 
javanicus, var. perandrus und var. japonensis, A. moniliformis und A. 
cystogenes. Gute Entwicklung und reichliche Schwarmerbildung waren 
fiir den Parasiten auf all diesen Arten modglich, ohne daB jemals ein 
Dauerorgan auftrat. 

SchlieBlich ist noch zu erwihnen, daB sich Rozella sowohl auf Gameto- 
phyten als auch Sporophyten des Wirtes gleich verhielt. Alle vier er- 
waihnten Herkiinfte verhielten sich in dieser Beziehung im tbrigen 
iibereinstimmend. 

Die Ausbildung der Dauerorgane konnte also nicht oder zum min- 
desten nicht ausschlaggebend von AuBenbedingungen abhingen, sondern 
ihre Bildung mu8te aus padencn Griinden erloschen sein. 

Einen Hinweis auf ,,innere““ Bedingungen ergab eine Versuchsserie, 
bei der als weitere Modifikation infizierte Mycelien derselben Herkunft, 
die aber teils gleichzeitig, teils zu verschiedenen Zeiten rein- und getrennt 
weiterkultiviert worden waren, als Gemisch auf ein und dieselbe Impf- 
stelle einer Agarplatte tibertragen wurden. In vielen Fallen zeigte sich 
das bereits bekannte Bild: In den Hyphen entwickelten sich ausschlieB- 
lich Schwirmsporen des Parasiten. In anderen Fallen traten aber aufer- 
dem noch Dauerorgane auf. Diese unterschieden sich in nichts von 
denen, die in den Rohkulturen entstanden. 
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Nachdem dies gefunden worden war, wurden systematisch je zwei 
von simtlichen Reinkulturen — von jeder Herkunft waren zahlreiche 
angelegt worden — miteinander kombiniert. Dabei wurde so vor- 
gegangen, da die Kulturschale zunachst mit infizierten Hyphen des 
einen zu priifenden Stammes beimpft wurde. Von einem anderen Stamm 
gleichen Alters, bei dem aber lebhafte Schwarmerbildung zu beobachten 
war, wurden mit Hilfe einer sterilen Glascapillare Schwarmer heraus- 
gefangen und auf die gleiche Impfstelle tibertragen. Wohl wurden in 
dem sich ausbreitenden Allomycesmycel nach kurzer Zeit viele Schwarmer 
gebildet, doch waren bei bestimmten Kombinationen und nur bei diesen 
nach 2 bis 3 Tagen die Hyphen ganz mit Dauerorganen angefiillt. Schlief- 
lich nahmen auch diese Kulturen infolge der in Unmenge vorhandenen 


Tabelle 1. Kombinationsquadrat fiir das Auftreten von Dauerorganen (+-) von 
15 Stéimmen von Rozella allomycis auf Allomyces arbuscula var. arbuscula. 
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Dauerorgane eine dunkle Farbe an. Tab. 1 enthilt das Ergebnis eines 
solchen Kombinationsversuchs, der mit 15 getrennt weiterkultivierten 
Stémmen der ersten Herkunft aus Mexiko durchgefiihrt wurde; sie 
zeigt, daB sich die Stimme 1, 3, 6, 7, 11, 12, 13, 14 und 15 gleich ver- 
halten. Bei einer Kombination dieser Stimme untereinander waren nie 
Dauerorgane zu erhalten. So oft auch diese Versuche ausgefiihrt wurden, 
stets war das Ergebnis das Gleiche. Ebenso verhielten sich die Staémme 
2, 4, 5, 8, 9 und 10 unter sich gleich. Bei einer Zusammenimpfung 
ergaben sie ebenfalls keine Dauerorgane. Wurde aber irgendein Stamm 
der ersten Gruppe mit irgendeinem Stamm der anderen Gruppe kom- 
biniert, so traten in jedem Fall Dauerorgane auf. Dabei war es nach 
den ausgefiihrten Versuchen gleichgiiltig, unter welchen AuBenbedin- 
gungen die Kombination erfolgte bzw. die Pilze kultiviert wurden. In- 
wieweit schon diese Versuche allgemeine Riickschliisse zulassen, laBt 
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sich noch nicht ohne weiteres sagen, jedenfalls spricht alles dafiir, dah 
-unterschiedliche AuBenbedingungen keine oder zumindest keine ins 
Gewicht fallende Rolle fiir das Auftreten der Dauerorgane spielen. 
Entsprechend verhielten sich die anderen Herkiinfte. Von der zweiten 
Herkunft wurden 12, von der dritten und vierten je 18 Stimme mit- 
einander kombiniert. In jedem Fall lieBen sich die verschiedenen Stamme 
in zwei Gruppen einteilen, deren Vertreter unter sich kombiniert nur 
Organe mit Schwaérmern ausbildeten. 


Wie lassen sich nun diese Erscheinungen erklaren? Nach analogen 

Verhaltnissen bei anderen Pilzen bzw. Algen 
kann kein Zweifel dariiber bestehen, da 
bei unserem Pilz zwei geschlechtsverschie- 
dene Stimme gebildet werden. Demnach 
muB Rozellaallomycis getrenntgeschlechtlich 
sein. Ein Geschlecht allein ist nicht in der 
Lage, Dauerorgane auszubilden, wohl aber 
unbegrenzt Schwarmer, die immer wieder 
von neuem einen Befall hervorrufen kénnen. 
Findet eine Infektion mit beiden Ge- 
schlechtern statt, so kommt es zur Bildung 
von Dauerorganen, die demnach als Zygoten 
bezeichnet werden miissen. Wann es aber 
zu einer Vereinigung der beiden Geschlechter 
kommt, ist schwer zu sagen. Ob die Schwar- 
mer miteinander kopulieren kdénnen, lieB 
sich nicht eindeutig entscheiden. Zwar sind | 
die beobachteten Schwérmer meist ein- 
geiBelig, es treten aber auch mehrgeifelige |... cant eae ia ly 
auf (Abb. 5). Doch sind letztere vermutlich  sporen von Rozella allomycis, davon 
durch unvollkommene Teilung bei ihrer seh Gece ne tee 
Bildung entstanden, wiees gelegentlich auch abgerundet, wahrend die tibrigen 
bei anderen Phycomyceten vorkommt. Ko- oo cae. i sie vere nee 
pulationsstadien lieBen sich nie feststellen. 
Es ist eher wahrscheinlich, daB es erst nach dem Eindringen eines anders- 
geschlechtlichen Schwarmers in eine bereits mit einem Geschlecht be- 
fallene Hyphe zur Verschmelzung von Kern und Plasma kommt. In der 
Natur wird dieser Fall selten verwirklicht sein, und bei einem gleich- 
zeitigen Befall mit beiden Geschlechtern sind die Bedingungen fir das 
Auftreten der Dauerorgane immer gegeben. Es gelingt sogar, ein kleines 
infiziertes Hyphenstiick durch wenige, selbst. durch einen einzigen 
Schwarmer zur Dauerorganbildung zu veranlassen., 

Tit Widerspruch dazu scheint aber der Befund von FIscHER (1882) zu stehen, 
der bei Rozella septigena mit Einsporinfektionen Dauerorgane erhielt, doch dirfte 


| 
| 
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eine Erklarung dafiir darin zu suchen sein, da8 er nicht mit Reinkulturen arbeitete, . 
AuBerdem gelingt es auch bei der Herstellung von Reinkulturen nicht in jedem | 
Fall, Stéamme zu erhalten, die nur Schwarmer ausbilden. Besonders dann, wenn | 
man von lingeren Hyphenstiickchen ausgeht, erhalt man gemischte Stamme, in} 
denen beide Geschlechter vorhanden sind und sofort zur Dauerorganbildung iiber- | 
gehen, Fiir eine Vereinigung erst innerhalb der Wirtspflanze spricht auch die: 
immer wieder beobachtete Tatsache, daB es bei einer nur an einer Stelle mit wenigen | 
Schwérmern des anderen Geschlechts vollzogenen Infektion nicht lange dauert, 
bis auch in weiter entfernt liegenden Teilen der Hyphen Dauerorgane auftreten, 


Das Verhalten von Rozella allomycis 1aBt sich gut mit den Verhalt- 
nissen bei Olpidiwmarten vergleichen, und seine Zugehérigkeit zu den 
Olpidiaceen wird damit gerechtfertigt. Da die Schwarmer bei Olpidium 
nur unter gewissen Bedingungen miteinander kopulieren, ist zwischen 
Gameten und Zoosporen kein durchgreifender Unterschied vorhanden. 
Dieselben Schwarmer dienen dort wie bei unserem Pilz zur ungeschlecht- 
lichen Verbreitung der Art, teils sind sie zur Bildung von Dauerorganen, 
von Zygoten, befahigt, und man ware demnach berechtigt, die Behalter, 
in denen sie gebildet werden, sowohl als Zoosporangien als auch als 
Gametangien zu bezeichnen. Allerdings scheint auch hier wie bei Olpi- 
dium radicale erst nach dem Eindringen in den Wirt eine Verschmelzung 
stattzufinden. Diese Plasmogamie bzw. Karyogamie diirfte aber sehr 
schnell erfolgen, denn es dauert nur kurze Zeit, bis auch bei einer In- 
fektion mit nur wenigen Schwirmern des anderen Geschlechts die 
Zygotenbildung in Gang kommt. Dabei mu aber jedes Geschlecht 
irgendwie seine Selbstindigkeit weiter bewahren kénnen, da ohne er- 
neute Infektion — sie lift sich bei den sich im Agar ausbreitenden 
Hyphen leicht verhindern — die Bildung von Schwirmern beiderlei 
Geschlechts neben der Zygotenbildung dauernd weitergeht. 


Zusammenfassung. 

Bei Rozella allomycis entstehen Dauerorgane nur bei Kombination 
bestimmter. Staémme miteinander; dabei spielen AuBenbedingungen 
offenbar nur eine geringe Rolle. 

Dieses Verhalten findet seine Erklirung in der Annahme des Bestehens 
zweier Geschlechter. 

Die Dauerorgane dieses getrenntgeschlechtlichen Pilzes stellen dem- 
nach Zygoten dar. 

Die Schwiirmer kénnen sich also wie Zoosporen oder Gameten ver- 
halten, wobei eine Verschmelzung wahrscheinlich jedoch erst nach dem 
Kindringen in den Wirt stattfindet. 
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Purinoxydierende Fermente aus Schimmelpilzen. 
I. Mitteilung: 
Uber die Uricase der Schimmelpilze. 


Von 
WILHELM FRANKE, EZZ-ELDIN M. TAHA und LISELOTTE KRIEG. 


Mit 8 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 15. April 1952.) 


Uber den Harnsaiureabbau durch Pilze ist in der Literatur nur wenig bekannt. 
Morris u. Ecker! fanden in harnsaurehaltiger Nahrlosung Wachstum und Sub- 
stratverbrauch durch einige menschenpathogene Ascomyceten baw. Fungi imper- 
fectt wie eine Blastomyces-Art, Epidermophyton inguinale, Mastigocladiuwm blochi, 
Sporotrichon gougeroti und Achorion violacewm. BRUNEL? hat im Mycelpulver von 
Aspergillus niger Uricase vermiBt unter Bedingungen, unter denen Allantoinase 
und Allantoicase darin nachweisbar waren*. 

In héheren Pilzen (Basidiomyceten) scheint Uricase nach dem gleichen Autor 
hingegen ziemlich verbreitet zu sein, ohne da8 er hiertiber nahere zahlenmaBige 
Angaben macht*. Die gleichzeitig vorhandene Allantoinase fiihrt das angenom- 
mene (nicht als solches nachgewiesene) Primarprodukt Allantoin hydrolytisch 
in Allantoinsdure tiber. Von einer Allantoicase-Wirkung (die zu Gly- 
oxylsiure und Harnstoff fiihren wiirde) ist in der genannten Arbeit 
nicht die Rede®; sie ware bei der fiir Allantoinsiure angewandten Bestim- 
mungsmethode, die mit einer sauren Hydrolyse beginnt, auch gar nicht getrennt 
erfaBt worden. ; 


In ihrer Gesamtheit sprechen die Befunde dafiir, da8 in Pilzen ahnlich wie 
in héheren Pflanzen (z. B. Leguminosen®.’), Kaltbliitern und vielen Wirbel- 
losen8 der Abbau der Harnsdure nach dem umstehenden Schema verlauft? : 


1 J. L. Morris u. E. E. Ecxnr: J. Inf. Dis. 84, 592 (1924). 

2 A. BRuNEL: Bull. Soc. Chim. biol. Paris 21, 388 (1939). 

3 A. BruneEv: Bull. Soc. Chim. biol. Paris 21, 380 (1939). 

4A, Brune: Bull. Soc. Chim. biol. Paris 19, 747 (1937). 

5 Sie wurde um diese Zeit erst als isolierte hydrolytische Enzymreaktion er- 
kannt (vgl. A. BruneL: Bull. Soc. Chim. biol. Paris 19, 805 [1937]). 

6 A. Nemec: Biochem. Z. 112, 286 (1921). 

7 R. Fossz, A. BRUNEL u. P. pe Graeve: C. r. Acad. Sci. Paris 189, 716 (1929); 
190, 79 (1930). — R. Fossn, A. BRuneEL, P. DE GRAEVE, P.-E, THomas u. J. SARA- 
zIn: ebenda 191, 1025 (1930). — R. Fossn, P. pz Graxve u. P.-E, THomas: ebenda 
194, 1408 (1932); 195, 1198 (1932). 

8 Fiir Tiere vgl. die neue Zusammenstellung von M. Laskowski in SUMNER- 
Myrpicx: The enzymes I, 946. New York 1951. 

9 In Gegenwart von Urease schlieBt sich noch die Harnstoffspaltung zu NH, 


und CO, an (vgl. z. B. ?: 3) & 7). 


ot ernment 
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Schwer verstandlich und daher der Nachpriifung wert erschien dabei 
BrunEts Angabe iiber das Fehlen von Uricase in Schimmelpilzen. Aus- 
gangspunkt unserer eigenen, der Klarung dieser Frage dienenden Unter- 
suchungen war die Priifung der Harnsiaure als Stickstoffquelle fiir eine 
Reihe von Schimmelpilzen — dem Phycomyceten Mucor plumbeus. 
den Ascomyceten Aspergillus fumigatus, Asp. niger, Penicillium glaucum 
und Pen. glabrum, den Fungi imperfecti Alternaria tenuis, Fusarium 
equiseti und Fus. niveum —, wobei wir bei allen Pilzen mit Ausnahme 
von Fus. equiseti gutes bis sehr gutes Wachstum fanden. Es gelang uns. 
in waBrigen Mycelextrakten der Pilze (mit der erwihnten Ausnahme) 
eine mit Sauerstoff wirksame Uricase nachzuweisen. Fast immer trat 
das Ferment auch in Mycel, das auf anderen N- Quellen geziichtet worden 
war, auf (wenn auch bisweilen in geringerer Aktivitat); es ist also im 
allgemeinen und vorwiegend konstitutiver Natur. Nach weiteren 
Untersuchungen einer gr6Beren Anzahl von Schimmelpilzen kommt es. 
weit, wenn auch nicht ubiquitaér, verbreitet vor, wobei in quantita- 
tiver Hinsicht allerdings erhebliche Unterschiede nicht nur zwischen 
verschiedenen Arten, sondern bisweilen auch zwischen verschiedenen 
Stémmen derselben Art auftreten. 


Die vorliegende I. Mitteilung sollte einen Uberblick iiber die Verhaltnisse ver- 
mitteln und eine allgemeine Charakteristik der Schimmelpilz-Uricase geben. Der | 
GroBteil der Enzymversuche wurde an Alternaria tenuis, ein kleinerer an Aspergillus 
niger und Aspergillus fumigatus durchgefiihrt. In 2 folgenden Mitteilungen werden 
Kigenschaften und Reaktionsprodukte der Uricasen aus Aspergillus und Alternaria 
eingehend beschrieben werden. Schon jetzt laBt sich sagen, daB die Schimmelpilz- 
Uricase sich hinsichtlich ihrer enzymatischen Eigenschaften stark der friiher in 
unserem Arbeitskreis naiher untersuchten sog. Glucose-oxydase (genauer 
-aerodehydrase!) der Aspergillaceen nihert. 


0 W. Franke u. Mitarb.: Liebigs Ann. 581, 1 (1937); 541, 117 (1939); 555, 111 
(1944); 559, 221 (1948). — Der Trivialname Glucose-oxydase wird, da er sich 
zur Unterscheidung des Pilzferments von der tierischen Glucose-(anaero)dehy - 
dr ase eingebiirgert hat, im folgenden meist beibehalten. 
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I. Methodik. 
1. Pilzkulturen. 


Folgende Organismen, die im allgemeinen auf Wiirze-Agar (die Alternarien auf 
CzaPEK-Dox-Agar) in Stammkultur gehalten wurden, wurden bei unseren Versuchen 
verwendet. Die eingeklammerte rémische Zahl hinter dem Artnamen bezeichnet 
die Herkunft 1. 


a) Phycomyceten c) Fungi imperfecti 
Rhizopus nigricans (1) Alternaria tenuis (12 Stimme, davon 
Mucor plumbeus (1) 10 [Tomate], 1 I, 2 III, 4 VI, 1 VII, 
Cunninghamella elegans (IIT) 3 IX) 


Alt. tenuissima (IX) 
Alt. solani (5 Stamme, davon 1 0 [To- 
mate], 1 IV, 1 V, 2 VI 


b) Ascomyceten « 
Aspergillus niger (6 Stamme IT) Alt. porri (IX) 
Asp. glaucus (1) Alt. gossypina (1X) 
Asp. fumigatus (2 Stamme IT) Stemphylium sp. (1) 
Asp. oryzae (II) Botrytis cinerea (IIT) 
Peniciilium glaucum (2 Stamme IT) Cladosporium sp. (1) 
P2n. glabrum (IT) Trichoderma koningi (III) 
Pen. notatum (2 Stamme IIT) Fusarium sambucinum (VII) 
Pen. chrysogenum (II) Fus. niveum (VII) 
Gliocladium sp. (III) Fus. semitectum (VII) 
Neurospora sitophila (111) Fus. equiseti (VII) 


Einige weitere Arten, deren Untersuchung ebenfalls beabsichtigt war, wurden 
nicht in die Tabelle aufgenommen, da sie auf unserem Standard-Nahrboden (Cza- 
pEK-Dox-Lésung) nicht oder nur sehr schlecht angingen. Es waren a) Phycomyces 
blakesleeanus (1), Absidia glauca (III), b) Sclerotinia sp. (III), c) Oospora lactis (1), 
Alt. brassicae (IX), Alt. tenuissima (1 Stamm 1X). 


2. Pilzziichtung. 


Es wurden zunachst Vorkulturen in Petrischalen (10 cm @) auf CzaprK-Dox- 
Agar’? (bei den Fungi imperfecti) oder Wiirze-Agar (bei den meisten Phyco- und 
Ascomyceten) angelegt. Wenn nach mehreren Tagen bei 28° reichliche Konidien- 
bildung eingetreten war, wurden mit einem sterilen Korkbohyer kleine Mycel- 
scheibchen (0,5 cm @) ausgestanzt und zur Beimpfung der eigentlichen Kultur- 
gefaBe verwendet. Die Ziichtung der Pilze in gréBerem Ma&stab erfolgte dann in 


11 9 = Eigenisolierungen (E. M. Tana). — I = Eigene Institutssammlung. — 
TI = Ehem. Institut fiir organ.-chem. Technologie und Garungschemie der Uni- 
versitat Wiirzburg. — III = Botanisches Institut der Techn. Hochschule Stutt- 
gart. — IV = Botanisches Institut der Techn. Hochschule Miinchen. — V = In- 
stitut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen. — VI = Institut fiir Pflanzen- 
krankheiten der Universitat Bonn. — VII = Botanisches Institut der Fuad-Uni- 
versitat Kairo. — VII = Imperial Mycological Institute, Kew, Surrey. —IX = Cen- 
traalbureau voor Schimmelcultures, Baarn. —Herrn Prof. Dr.A. RiIpPEL, Gottingen, 
Prof. Dr. H. Braun, Bonn, und Prof. Dr. R. GIstL, Miinchen, sind wir fir 
kostenlose Uberlassung von Alternaria-Stimmen zu Dank verpflichtet. 

12.Vgl. z. B. K. BERNHAUER: Garungschemisches Praktikum (Berlin 1939) 
oder A, Janke, Arbeitsmethoden der Mikrobiologie I (Dresden u. Leipzig 1946). 


Ro 
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Petrischalen von 19—23 cm @ (nach Beimpfung mit je 10 Mycelscheibchen) auf’ 
CzareK-Dox-Lésung, normalerweise mit NaNO, als N- Quelle!**. Pro Charge wurden | 
meist 2—3 1 Nahrlésung verwendet. Die Inkubationszeit bei 28° war 2 Tage bei | 
den Aspergillen, 3 Tage bei den meisten anderen Pilzen, 5 Tage bei Cladosporium. 
Im allgemeinen wurde so lange inkubiert, bis eine zusammenhangende Myceldecke 
ohne stirkere Konidienbildung entstanden war. (Bisweilen trat submerse Mycel- 
bildung ein, so besonders bei Alt. solani und Alt. porri.) AnschlieBend wurden die 
Mycelien zwecks Verarmung an Kigensubstraten noch eine Nacht auf Leitungs- 
wasser gesetzt, am nachsten Morgen gewaschen und in der Handpresse bis zum 
Trockengewicht 15—20% abgepreBt. 


3. Herstellung von Enzymlésungen. 


Das mit der Schere zerkleinerte PreBmycel— je | Nahrlosung meist 35 bis40 g — 
wurde mit dem gleichen Gewicht Seesand etwa 10 min und nach Zugabe des doppel- 
ten Volumens Wasser nochmals 10 min in einer Reibschale griindlich verrieben. 
AnschlieBend wurde 10 min bei 3—4000 U/min zentrifugiert, wodurch gelbliche 
bis braunliche, ziemlich stark getriibte Fermentlésungen erhalten wurden, die in 
Eis oder im Eisschrank aufbewahrt wurden. Die Bestimmung ihrer Aktivitat er- 
folgte regelmaBig noch am gleichen Tage, bei genaueren Versuchen in Reihen ab- 
gestufter Konzentration (0,25—2,0 cm® im 5 cm’-Ansatz, vgl. 8. 275), bei orientieren- 
den mit 2 cm’ Lésung. Die Enzymlésungen kénnen ohne gréBeren Aktivitatsver- 
lust aber auch 1—2 Tage im Eisschrank aufbewahrt werden; allerdings pflegt ihre 
Eigenatmung dabei anzusteigen. 

Bei den meisten orientierenden Versuchen dieser Arbeit wurde auf eine Dialyse 
der Fermentlésungen im allgemeinen verzichtet, obwohl diese 1 bis héchstens 2 Tage 
gegen flieBendes Leitungswasser ohne groBeren Enzymverlust durchgefiihrt werden 
kann. Bei Rohextrakten beziehen sich auch die angegebenen Trockengewichte 
(bei 105—110° erhalten) auf undialysierte Lésungen. Bei gereinigten Enzym- 
lé6sungen wurde zur Trockengewichtsbestimmung 2 Tage dialysiert. Bei der Dia- 
lyse reduziert sich das Trockengewicht auf 30—45% (im Mittel 379%) von dem der 
Rohextrakte; entsprechend steigt die ,,spezifische Aktivitit’ (Qo, s.u.) auf das 
2,2—3,3 fache. 


4. Priifung der Wirksamkeit. 


a) O,-Versuche. Die Priifung von Fermentlésungen auf ihre Aktivitat erfolgte 
im allgemeinen im sog. ,,Normalansatz‘* bei 30° unter Luft im Warpura-Apparat. 
Dieser Ansatz enthielt in 5 cm* Gesamtvolumen 0,25—2,0 cm* Fermentlésung, 
1,0 cm® m/5-Phosphatpuffer px 7,0, 1,0 em* m/50-Lithium-urat, H,O auf 5,0 cm’. 

Die durch Zugabe umkristallisierter Harnsiure!® zu kochendem n/10-LiOH und 
Verdiinnen erhaltene primaire Lithiumurat-Lésung wurde stets frisch bereitet und | 
nicht linger als einen Tag verwendet", 


Ha Als C- Quelle wurde — von den Versuchen der Tab. 1 mit variierter N- Quelle 
abgesehen — stets technische Glucose (Starkezucker) verwendet, die (wohl 
wegen ihres Gehalts an Spurenelementen u. dgl.) besseres Mycelwachstum ergab 
als reine Glucose. 

8 Herrn Prof. Dr. H. Brepernck, T. H. Stuttgart, danken wir fiir die Uber- 
lassung der in Deutschland bis vor kurzem noch nicht wieder hergestellten Harn- 
siure (PFANSTIEHL-U.S.A.). 

™ Auch bei Aufbewahrung im Eisschrank nimmt der Gehalt allmahlich ab, die 
Autoxydabilitit erheblich zu. Gelbstichige Praparate zeigen schon in frischer 
Lésung betrachtliche Autoxydation. [(Vgl. A. Ionesco Mariu u. A. Porrsco, Bull. 
Soc. Chim. biol. Paris 21, 264 (1939).] 
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Der Mittelstutzen der WarBurc-GefaBe enthielt 0,2 cm? 2 n-NaOH auf Filtrier- 
papier zur Absorption von CO,. 
Die Aktivitat von Fermentlésungen wird im folgenden meist in Form der 
, AtmungseréBe* 
mm? O, 
mg Enzymtrockengew. x Std 


Q0,= 


angegeben. Bisweilen findet sich auch die Angabe der um die Kigenatmung der 
Enzymlosung (qo,) korrigierten AtmungsgréBe (Qoy—qos). Der Berechnung wird 
in jedem Falle die Anfangsgeschwindigkeit, d.h. die O,-Aufnahme in den ersten 
15 min, zugrunde gelegt. 

b) Anaerobe Versuche wurden gleichfalls bei 30° mit Methylenblau oder 2,6- 
Dichlorphenol-indophenol(TmiMans’ Reagens) nach der TaunBEeRG-Methodik 
durchgefiihrt. Die Einstellung der Farbstofflésungen auf gleichen Gehalt erfolgte 
mit n/100-TiCl,!°, beim (unbestandigen) Indophenol einfacher jodometrisch!*. Die 
Ansatze entsprachen im wesentlichen dem aeroben ,,Normalansatz‘‘, jedoch war 
das Gesamtvolumen auf 4,0 cm reduziert. Neben der Entfarbungszeit t im kom- 
pletten Ansatz wurde stets auch die Entfarbungszeit t). im substratfreien Ansatz. 
(der ,,Enzymeigenatmung entsprechend) mitbestimmt. 


0. Harnsdurebestimmung. 


In einer Reihe von Fallen wurde die Abnahme der Harnsaure colorimetrisch,. 
spater photometrisch (im Lrrrz-Kompensationsphotometer mit Filter 620) nach 
der sehr empfindlichen Methode von Foxin u. Wu"? in einer neueren Modifikation 
von BLAUCH u. Kocu!® bestimmt. Hierbei wurden zu 0,25—1,0 cm? Reaktionslésung 

5 cm? einer Harnstoff-KCN-Lésung (25- bzw. 2,5%ig) und hierauf 1 cm® einer 
34% igen Phosphorwolframsaure-Lésung gegeben. Die sich (durch Reduktion) ent- 
wickelnde Blaufarbung wird nach wenigstens 20 min mit derjenigen einer Reihe 
von Testréhrchen bekannten Harnsauregehalts (bei gleichem Enzymgehalt) ver- 
glichen oder an Hand einer zuvor aufgenommenen photometrischen Eichkurve 
ausgewertet. Enthalten auch die dabei verwendeten Harnsaurelésungen Enzym, 
so kann auf die (an sich vorgeschriebene) EnteiweiBung verzichtet werden. Wegen 
der bei héheren Harnsaure-Konzentrationen auftretenden Abflachung der Hich- 
kurve wird zweckmaBig im Bereich zwischen 0,025 und 0,2 mg Harnsaure gearbeitet. 


6. Allantoinbestimmung. 


Zum zunachst qualitativen Nachweis von Allantoin verwendeten wir die empfind- 
liche Farbreaktion von Fosse u. BossuytT!®, bei der zuerst alkalisch zu Allantoin- 
siure und hierauf sauer zu. Harnstoff und Glyoxylsaure aufgespalten wird, 
deren Phenylhydrazon bei Oxydation mit K,FeCy, eine intensive Rotfarbung 
liefert. Bei leichter Modifikation der Originalvorschrift konnte das Verfahren auch 
zu einer annaéhernd quantitativen Bestimmung von Allantoin verwendet wer- 
den (vgl. auch 2° 24), 


15 J, M. Kouruorr: Die Mafanalyse II, 55 (Berlin 1928). 

16. Scop u. M. v. Huymann: Brauwissensch. 1951, 49. 

17 OQ, Forin u. H. Wu: J. of Biol. Chem. 38, 101 (1919). 

18 M. B. Buavcn u. F. C. Kocn: J. of Biol. Chem. 180, 443, 455 (1940). 

19 R. Fosse u. V. Bossuyt: C. r. Acad. Sci. Paris 188, 106 (1929). 

20K. Ro: J. Biochem. (Jap.) 14, 391 (1932). 

21 M. FLorKIN u. G. DucuatEau-Bosson: Enzymol. 9, 5 (1940). Exakter, aber 
langwieriger ist das Verfahren, bei dem die primare Hydrolyse zu Allantoinsaéure: 
enzymatisch (mit einem Soja-Praparat 12 Std bei 40°) vorgenommen wird, 
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Labelle 1. Wachstumsintensitat von Schimmelpilzen in Abhangigkeit von der Stickstoffquelle. 


Es bedeutet: 0 = kein Wachstum; + = schlechtes W.; ++ = maBiges W.; +++ = gutes W.; ++-+-+ =: sehr gutes W. 


Im allgemeinen stimmten die (relativen) 


r 


Wachstumsstufen nach 3 und 5 Tagen iiberein. Wo dies nicht der Fall war, ist dies durch 


Klammern angegeben; so bedeutet +-+(-++) maBiges Wachstum nach 3, gutes nach 5 Tagen. 


W. Franke, Ezz-Evvrn M. Tana und L. Keree: 
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Hierzu werden 0,05—0,5cim? Reak- 
tionslésung mit Wasser auf 1 cm’ auf- 
gefiillt, mit 3 Tropfen 2-n NaOH ver- 
setzt und 10 min im kochenden 
Wasserbad gehalten. Hierauf wird 
mit 2 n-HCl gegen Phenolphthalein 
neutralisiert, 1 Tropfen HCl im Uber- 
schuB zugegeben und wieder 2 min 
wie oben erhitzt. Auf Zusatz von 
6 Tropfen frisch bereiteter 0,5%iger 
Phenylhydrazinhydrochlorid- Lésung 
und (nach dem Abkihlen) von 2 Trop- 
fen 5% iger K,FeCy,-Lésung+1,5em® 
konz. HCl tritt Rotfarbung auf, die 
unter Verwendung des Filters 530 
photometriert wird. Die Auswertung 
erfolgt auch hier an Hand einer (in 
Enzymgegenwart aufgenommenen) 
Eichkurve. 


Die Methode ist am empfindlich- 
sten im Bereich zwischen 0,02 und 
0,1 mg Allantoin. Die Genauigkeit 
der Einzelbestimmung istnichtgréBer 
als 10—15%. Sie 1aBt sich durch 
mehrfache Bestimmung von Proben 
v-rschiedener GréBe jedoch auf 5 
bis 10% erhdhen. 


II. Versuchsteil. 


1. Vergleich der Harnsdéure mit 
anderen Stickstoffquellen. 

Die einleitend bereits erwihn- 

ten Kulturversuche wurden mit 


dem Grundmedium der CzAPEK- 
Dox-Lésung durchgefiihrt, wo- 


bei deren NaNO,-Gehalt (0,2%) - 


durch __,,stickstoff-aiquivalente“ 
Mengenanderer N- Quellen—im 
Fall der Harnsaure 0,1°% — er- 
setzt wurde. Das Wachstum der 
Kulturen des gleichen Pilzes auf 
den verschiedenenNahrlésungen 
— jeweils 50 cm® in 250 cm%- 
ERLENMEYER-Kolben — wurde 
bei 28° C am 3. und am 5. Tage 
verglichen (Tab. 1). 


- 
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2. Nachweis einer Uricase in Mycelextrakten. 
a) Kinflu8 der N- Quelle des Mediums auf die Enzymaktivitat. 
Schon die ersten Versuche mit Wasser- oder Phosphatextrakten aus 
»Harnséiure-Mycel® verschiedener Pilze ergaben die Anwesenheit 
eines harnséureoxydierenden Enzyms. 


Wir extrahierten anfangs den mit Seesand verriebenen Mycelbrei mit m/15- 
Na, HPO,-Lésung. Da wir aber etwas spater in Wasserextrakten praktisch die 


mnt fra thn Wan ac. 


Alt. porrt Fus. niveum 


200 


700 


50 


0 30 60 Jomin 0 30 60 Gomin O 30 60 90 min 720 


Abb. 1. Uricase-Aktivitét von auf CZAPEK-Dox-Urat (I) und CZAPEK-Dox-Nitrat (II) geziichteten 

Mycelien. O.-Aufnahmen (in mm*) mit 2 cm* Rohextrakt in Normalansatzen (8. 258). la und Ila 

Enzymeigenatmung. Enzymtrockengewicht (in mg): Asp. niger 116,0, II 17,6; Alt. porri I 21,2, 
IL 17,6; Fus. nivewm I 38,4, II 39,2. 1 At. O/Mol. Harnsaure entspricht 224 mm‘, 


gleiche Aktivitat fanden, zogen wir die letzteren weiterhin vor, vor allem in Hin- 
blick auf die Vorteile bei der Dialyse und Trockengewichtsbestimmung. 

Wirksame Extrakte wurden aber — mit einer Ausnahme — auch aus 
Mycel erhalten, das auf gewohnlicher CzareK-Dox-Lésung mit Natrium- 
nitrat als N- Quelle geziichtet worden war. Abb. 1 zeigt die O,-Aufnahme 
durch Rohextrakte in drei typischen Fallen: bei Asp. niger haben Harn- 
sdure- und Nitrat-Mycel nahezu die gleiche enzymatische Wirksamkeit, 
bei Alt. porri ist Harnsdure-Mycel dem Nitrat-Mycel tiberlegen”, und bei 
Fus. niveum zeigt allein das Harnsiure-Mycel betrachtliche Uricase- 
Aktivitat. ; 

Interessant war das Verhalten der Fusarien. Wahrend das auf Harn- 
siure tiberhaupt nicht wachsende F'us. equiseti auch auf dem Wachstum 


22 Die Uberlegenheit des Harnsiure-Mycels erweist sich bei Beriicksichtigung 
der Enzymtrockengewichte noch gréBer als sie in Abb. 1 erscheint (vgl. Tab. 3). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 17. 18 
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erméglichenden Nitrat keine Uricase bildete, war diese bei Fus. niveum, 
wie erwahnt, nur im Harnsaure-, nicht im Nitrat-Mycel nachweisbar und 
trat schlieBlich bei Fus. sambucinum sowohl auf Harnsaure wie auf Nitrat 
auf, wenn auch im ersteren Fall reichlicher als im letzteren. Uricase er- 
scheint hier also innerhalb derselben Gattung im Sinne KArsTROMs *8 bald 
als konstitutives, bald als adaptives Ferment, soweit sie nicht tiber- 
haupt fehlt. In Tab. 2 ist dies durch die Angabe der O,-Aufnahmen mit 
und ohne Harnsiure als Substrat belegt. 


Tabelle 2. Uricase-Aktivitat im Mycel von Fusarien in Abhdngigkeit von der N-Quelle. 
mm?® Q,; Zeitin min. Normalansitze mit 2 cm* Rohextrakt. 


Organis- | bey Fus. niveum Fus. sambucinum 
mus Fus. equiseti 
Extrakt | Nitrat-Myoel vevtrecl | Nitrat-Mycel vetrecl | Nitrat-Mycel 
Trocken- 
gew. 29,6 21,2 16,0 38,4 39,2 
in-mg 
Substrat | Ohne mit ohne mit ohne mit ohne mit ohne mit 
154 28 25 5 34 4 5 26 70 10 37 
30’ 37 38 7 76 4 5 53 126 25 69 
60’ 48 54 10 110 8 8 75 225 42 103 
120’ 64 70 25 164 28 30 121 345 65 202 
180’ — — 46 176 45 52 — —_ —_— — 


Uneinheitlich waren auch die Ergebnisse bei Alternarien, insofern, als 
sich in einigen Fallen — Alt. tenwis VII, Alt. solani VI/1 — Uricase als 
strikt konstitutives Ferment erwies, wihrend in anderen Fallen — 
Alt. tenuis V1/4, Alt. tenuissima 1, Alt. porri — zur konstitutiven eine 
adaptive Komponente hinzukam. Ein anderer Alt. tenuissima-Stamm (2) 
ging — in Umkehrung der Verhiiltnisse bei Fus. equiseti — nicht auf 
Nitrat, wohl aber auf Urat an und lieferte dabei ein besonders enzym- 
reiches Mycel. Anders als bei den Fungi imperfecti war bei allen unter- 
suchten Aspergillaceen Uricase streng konstitutiv. 


Tab. 3 bringt fiir alle in dieser Richtung gepriiften Organismen eine 
Zusammenstellung der Qo,- und der (Qo,—qo,)-Werte von Roh- 
extrakten 24, { 

*8 Naheres tiber konstitutive und adaptive Enzyme in Mikroorganismen bei 
H. Karstrom, Erg. Enzymforsch. 7, 350 (1938) und K. Linperstrom-Lane in 
Norp-WEIDENHAGEN, Handb. d. Enzymol. I, 1121. Leipzig 1940. 

*4 Ks erhebt sich hier wie noch des éfteren im folgenden die Frage, welcher Wert 
als tatsichliches Maf fiir die Intensitat des Harnsiureabbaus angesehen werden 
kann. Es sei hier vorausgreifend das Ergebnis spiterer Versuche an Rohextrakten 
aus Asp. fumigatus mitgeteilt, in denen neben der O,-Aufnahme auch der Harnsaure- 
schwund (photometrisch) verfolgt wurde (W. FRANKE u. L. Kriea, Chem. Ber. 85, 
im Druck). Bei einer Enzymlésung, deren Eigenatmung 28% der Gesamtatmung 
ausmachte, stimmten die (prozentischen) Harnsiureabnahmen weit besser mit den 
um die Eigenatmung korrigierten als mit den Brutto-O,-Aufnahmen iiberein, d. h. 
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Am Beispiel von Alt. tenwis VII haben wir auch den Einflu8 weiterer 
_N- Quellen (mit Czaprx-Dox-Grundmedium) auf die Uricase-Aktivitat 
der Mycelextrakte untersucht und folgende Reihe abnehmender Wirk- 
samkeit gefunden: Harnsiiure > NaNO, > Glutaminsiure = Pepton > 
Harnstoff > (NH,),SO,. Mit Ammonsulfat als N- Quelle wird nur noch 
etwa die Halfte der mit Harnsiure erhaltenen enzymatischen Aktivitiit 
im Mycel gefunden. 


Tabelle 3. 


Uricase-Aktivitiét von Harnséure- und Nitrat-Mycelextrakten verschiedener Pilze. 
_ we ee ee ee ee ee ae ee 


Harnsiure-Mycel Nitrat-Mycel 
Organismus 

Qoz Qo2— dos Qoa Qo2— Goa 
Asp. fumigatus 26. . 7,8 5,4. Ge 5,0 
Asp. niger 23. -... . 13,8 12,0 11,4 10,5 
Pen. glaucum 10 . . 20,8 16,2 17,2 | 15,1 
Pen: glabrum.... 16,9 12,9 14,0 1heRo, 
Alt. tenuis VII... 17,1 14,0 15,38 15,8 
Alt. solani VI/l. . . 10,3 7,5 8,6 7,1 
Alt. tenuis VI/4.. . 14,9 9,6 11,7 ‘6,4 
Alt. tenuissima 1 . . 8,7 5,4 3,5 3,0 
Alt. tenuissima 2 . . TO 19,5 = ae 
PAR aporriee Wasi Ltoll. ¢ 16,4 1a 7,9 5,6 
Fus. sambucinum . . Tees 4,6 307 2,8 
Fus. niveum .... 6,4 5,5 1,2 0,2 


b) Der Endpunkt der O,-Aufnahme. 


In mehrstiindigen WarBuRG-Versuchen mit Normalansitzen wurde 
untersucht, ob ein Endpunkt des O,-Verbrauchs festzustellen war. Mit 
Rohextrakten aus Asp. niger, Asp. fumigatus, Asp. oryzae, Pen. glabrum, 
Pen. chrysogenum, Alt. tenuis (VI1/4), Alt. tenwissima, Alt. solani, Alt. 
porri und Fus. sambucinum ging die O,-Aufnahme zu Ende, wenn sie 
1 Atom O je Harnsiuremolekiil — im Normalansatz 224 mm* — betrug. 
Nur in einem einzigen Falle, nimlich bei Extrakten aus dem in Kairo 
von agyptischen Tomaten isolierten Alt. tenwis-Stamm (VII), wurde fast 
die doppelte O,-Menge, also 2 Atome O je Harnsiuremolekiil aufgenom- 
men. Abb. 2 zeigt charakteristische Reaktionskurven fiir beide Falle. 


die Leeratmung darf zur Ermittlung des Harnsiureschwundes abgezogen werden. 
Dagegen naherten sich in einem Versuch mit einem Rohextrakt (aus nichtver- 
armtem Mycel), dessen Eigenatmung rund 50% des Gesamt-O,-Verbrauchs aus- 
machte, die Harnsiureabnahmen stark den aus dem unkorrigierten O,-Verbrauch 
berechneten. Hier drangt also die Substratatmung die Eigenatmung zuriick. 
In Tab. 3 ist offenbar in der iiberwiegenden Mehrzahl der Beispiele der 1. Fall 


realisiert. 
18* 


— 
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Da8 der Reaktionsstillstand nach Aufnahme von 1 Atom O je Harn- 
sduremolekiil tatsichlich auf eine Erschépfung des Substrats und nicht 
des Ferments zuriickgeht?®, zeigt der Abb. 3 zugrundeliegende Versuch 

mit Asp. fumigatus-Ferment, in 

oe dem zu Parallelansitzen nach 
ai re dem Abklingen der Reaktion aus 
seitlichen Schliffansitzen der 
Warsurc- GefaiBe einmal die ur- 
spriingliche Ferment-, das an- 


400 


300 : BR 
t dere Mal die urspriingliche Sub- 
0, stratmenge nochmals zugekippt 
200 und die weitere O,-Aufnahme 
verfolgt wurde. Nur im Ansatz 
oop mit erneuter Substratzugabe 
erfolgt wieder lebhafter O,-Ver- 
brauch, der schlieBlich insge- 
0 30 60 90 720 750 min samt das Doppelte des ersten 
Abb. 2. 0,-Aujfnahmen durch Roheztrakte von Alt. Endwerts erreichte. 
tenuis VI/4 (I} und Alt. tenuis VII (II) in Gegen- : 4 
wart von Harnsdure. O.-Aufnahmen (in mm®) mit Es scheint also, daB in 
2 cm* Rohextrakt in Normalansitzen. Ia und Ila Schimmelpilzen zwei verschie- 
Enzymeigenatmung. Enzymtrockengewicht in I ; : 
38,2 mg; in IL 43,8 mg. Punktierte Linien ent- dene uricolytische Ferment- 
sprechen 1 bzw. 2 O-Aquivalenten dereingesetzten typen von allerdings sehr unter- 
Harnsiure. : ‘: ° 
schiedlicher Verbreitung vor- 
500 


700 


0 60 720 780 240 = min 300 
Abb. 3. O.-Aufnahmen durch Roheatrakt aus Asp. fumigatus bei spdierer nochmaliger Zugabe ( | ) 
von Harnsiure (I) oder Enzym (II). Urspriinglich Normalansiitze; [a und ILa substratfreie Ansiitze 
ohne bzw. mit nochmaliger Enzymzugabe ( { ). Enzymtrockengewicht (einfach) 45,0 mg. 


*© Vgl. die Realisierung des anderen Falls (Enzymzerstérung) bei der Soja- 


Lipoxydase; W. Franxn, J. M6ncn, D. Krpat u. A. Hamm: Liebigs Ann. 559, 
221 (1948). 
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kommen, die einstweilen (nach der Zahl der aufgenommenen Sauerstoff- 
_atome) als ,,Uricase I“ und ,,Uricase IT“ unterschieden werden sollen, 
wobei durchaus offen bleiben soll, ob nicht Uricase II komplexer Natur ist. 


c) Verbreitung des Enzyms. 


Obwohl eine systematische Untersuchung der Verbreitung von Uricase in Schim- 
melpilzen nicht im Rahmen dieser Untersuchung lag, haben wir doch zur Ge- 
winnung eines Uberblicks an Rohextrakten die Fermentaktivitat einer ganzen 
Anzahl von Arten und Stémmen der gleichen Art mit der WarspurG-Methodik 
nachgepriift. Ks wurden im allgemeinen 2 (Aspergillen) bis 3 Tage (iibrige Arten 
bis auf Cladosporium mit 5 Tagen) alte, auf CzaprK-Dox-Nitrat gewachsene 
Mycelien als Ausgangsmaterial verwendet. Es ist klar, daB bei Verwendung dieses 
Nahrbodens nur die Organismen als fermentpositiv erfafBt werden, die Uricase als 
konstitutives Ferment enthalten®*. In Tab. 4 sind die in Normalansitzen er- 
haltenen Qos- und (Qos—qo,)-Werte zusammengestellt. 

Unabhangig von der nach Tab. 3 in vielen Fallen auf harnsaurehaltigem Nahr- 
boden zu erwartenden héheren Enzymaktivitat stellen die Aktivitatsangaben der 
Tab. 4 noch in doppelter Hinsicht Minimalwerte dar. Einmal wurde der Kinfach- 
heit halber in diesen Serienversuchen sowohl bei der Aktivitats- wie bei der Trocken- 
gewichtsbestimmung auf Dialyse verzichtet; nach zahlreichen Stichproben wiirden 
aber dialysierte Extrakte 2—3mal héhere Aktivitaitswerte liefern, bei zugleich — 
infolge weitgehenden Wegfalls von Donatoren — verhaltnismaBig geringer gewor- 
denen Higenatmungen (vgl. S. 262). Dann aber wurde in diesen Reihenversuchen 
durchweg mit 2 cm? Enzymldsung je Ansatz gearbeitet. Nach spaiteren Befunden 
_ (8. 275) diirfte aber bei dieser relativ hohen Enzymkonzentration in vielen Fallen 
keine Proportionalitat mehr zwischen Enzymkonzentration und Umsatzgeschwin - 
digkeit bestehen. 


Auch bei Beriicksichtigung des nur halbquantitativen Charakters der 
Aktivitaétsangaben von Tab. 4 laBt sich sagen, daB Uricase ein in Schim- 
melpilzen sehr verbreitetes, wenn auch nicht ausnahmslos vorkommendes 
Ferment ist. Zu den Ausnahmen gehoren einige Alt. tenuis-Stimme und 
offenbar die meisten Fusarium-Arten, wobei in diesen Fallen noch die 
— fiir Pus. nivewm ja bewiesene (vgl. Tab. 2) — Moglichkeit der adap- 
tiven Fermentbildung in Betracht kommt. (Unter natiirlichen Lebens- 
bedingungen diirften Schimmelpilze wohl in der Regel mit Nucleinsiure- 
Abbauprodukten in Beriithrung kommen.) In quantitativer Hinsicht 
liegen im einzelnen sehr erhebliche Unterschiede vor, und zwar nicht nur 
zwischen den einzelnen Gattungen und Arten, sondern auch zwischen 
verschiedenen Stammen derselben Art, wie besonders an Alt. tenuis deut- 
lich wird. Geringer ist die Variationsbreite bei Asp. niger und Alt. solani. 

Bei einigen Stémmen wurde wihrend der ganzen Dauer der Unter- 
suchung (etwa 11/, Jahre) die enzymatische Aktivitat gelegentlich nach- 
gepriift. Dabei zeigte sich bei Alt. tenwis VII, nicht dagegen bei Asper- 
gillaceen (Asp. fumigatus, Asp. mger, Pen. glauwcum, Pen. glabrum, Pen. 

26 Selbstverstandlich fehlen auch die friiher (8.257) erwahnten Organismen, die 
auf CzaPEK-Dox-Lésung (z. B. wegen Wuchsstoffmangels) nicht oder nur spuren- 
weise angingen. 
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Tabelle 4. Uricase-Aktivitit von Myceleatrakten verschiedener Schimmelpilze. 


Normalansitze mit jeweils 2 cm? Rohextrakt. | 


Enzymtrocken- 


Organismus gewicht (mg) Qoz Qo2— doz 
a) Phycomyceten 
Rhizopus nigricans... .... 38,4 6.7 = He 
Mucor plumbeus . 1... 2... 45,2 4.4 3.5 
Cunninghamella elegans . . . 14,6 9,3 3,3 
b) Ascomyceten 
ASDs, WGC, salfems std ee eee 28,6 6,3 6,1 
ASPs NIGEr.. Lagi ok ust cakes ee 16,4 8,4 7,4 
ASRS NIGeEr US. ina .ste Mew aie ae hee © 23,2 14,1 12,6 
FY OTH AR LD 3 io ae ee 28,0 8.9 7.6 
ASD) AGED ZO wisn gt ohh sues ss an 16,8 11,2 10,2 
Vy ae, 24,8 6,2 4,9 
Asp. glaicus. ... .. Pp A, 38,4 4,1 3,3 
Asp. fumigatus 26... 0. 5. = 37,6 6,9 6,6 
Asp. fumigaius 27. .... a gee 37,0 5,5 4.6 
ASP OP OLUCE Cus cites. Nogiicnl-ueael Bae ai oie 4,5 4.0 
PENS GOUT: &L yes cman. tah ne 42,2 4,3 4,3 
Pen Se QULUCIIns LOMs wn. tn oa 14,0 Lid 16,2 
PEN GULOTUNUE seca ge thas als sar 26,2 12.6 11,6 
Pen. NO gacteeis 3. se sks 30,8 5,5 5s) 
Pena NOLSUaL Gon te eee tee re 2 32,2 4,0 78 | 
Pen. chrysogenum ...... : 43.6 4,2 3,8 
Neurospora sitophila ...... 36,6 6.9 4,6 
Gliocladium sp... 4% ties sh aee- 40,6 2,5 1,0 
c) Fungi imperfecti 
EAE LONER a ieee sake nea ee ae 38,8 5,4 3,8 
PAL LONUAG a 157 onan tae rn 32,0 1.6 0 
ALES LENUISE LUT) Lee pene 42.4 4,9 3,8 
Alte tenuis sLID/2ect wed hs cu: 26,6 1,7 0 
Ala tenis yVvaill,. rinse tt euty aetet 17,6 9.8 5,9 
AlistenvisaV ll 2ery rao ye, os 14,8 11,2 5,7 
Aliwtermis NUS Gc etatre |. 21,6 7,6 4,1 
Ail. terns Vila ote eee 17,4 rT 6,4 
AR Menusge VITOR are , Te 53,0 13,0 11,1 
Alta tennis 1X] lig weakened Gi 45,2 6,7 5,4 
Ali. tenuie. LX [2 oa ti 36,0 3,5 1,6 
Ali. tenuis IX/3 . . . . 22,6 8,1 Soul 
Alt. tenuissima 1. ....2... 22,6 3,8 3,8 
AU ssoland iON 7 Rod Pe age 26,2 7;2 ei 
Ali solant?Vido ss Whee Any 22:2 16,0 ht; 
SAU. olain VILL. incomes Mat 34,0 10,4 7,9 
Altv eplans V2. sos. ac: Sites 22,0 8,4 6,4 
Alt. gossypina . . 6. 20,4 5,9 3,7 
Bis porrios Ms ipaitemBotm 21,2 8,0 5,6 
Stemphylium sp... ...... 25,6 3,9 2,2 


- 
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; Tabelle 4. (Fortsetzung). 
(cece a ees 


Organismus | LEE Qos Qos— dor 
eT ee ee 
Fus. sambucinum......-.. 28,4 4.5 4,1 
Fus. semitectum ........ 26.6 4,2 0,4 
ue Mequisett 88,8 Lew 29,6 3,8 0,2 
SP RIVEUTY Ps ae ek ee, 16,0 2 0,2 
‘Botrytis cinered 90)", 2 er 30,4 4,5 1,9 
Cladosporium sp......... 30,2 5,0 RS 
Trichoderma koningi ...... 20,8 4,4 2,0 


chrysogenum) ausgesprochene Degeneration mit stark abnehmender 
Enzym-Aktivitat, die zuletzt nur noch die Halfte bis ein Drittel der 
urspringlich vorhandenen ausmachte. Gleichzeitig sanken in diesem 
Zeitraum auch die Trockengewichte der Mycelextrakte auf etwa die 
Halfte, d.h. es ging nicht nur weniger aktives, sondern iiberhaupt we- 
niger Enzym in Lésung. Rein auBerlich war die Degeneration bei Alter- 
naria an beschleunigter Konidienbildung und fiihlbarer ,,Verhartung“ 
der Myceldecken (bei gegen friiher ungefahr erhalten gebliebener Mycel- 
ausbeute) erkennbar. Ob die Degeneration von Alternaria mit der Wahl 
des Nahrbodens fiir die Stammkultur (Czapex-Dox-Agar gegentiber 
Wiirzeagar bei Aspergillus und Penicillium) zuasammenhingt, kann einst- 
weilen nicht entschieden werden2’. Tab.5 enthalt Aktivitaitsangaben fiir 


Tabelle 5. Zeitliche Verfolgung der Aktivitdt von Mycelextrakten. 
Versuchsbedingungen wie in Tab. 4. 


Alt, tenuis VIL Asp. fumigatus 26 Asp. niger 24 
aie Qoz Qoz— doz Qos Qo2— doz Qos Qo2— doz 

‘Olisie) 25) eee ae 17,2 13,8 

Der ut5O! 2s 13,2 11,4 6,4 5,5 

Pari BO Liersey sibs 8,7 8,1 4,8 4,2 3,1 2,4 
Hebre.Olies.. : 6,9 6,6 3,5 352 
Marz, Ol ei¢., 3 9,4 7,9 5,5 4,6 

POETS Dies 8,1 6,2 4,8 Ss 3,0 2.0 
ive: OF 20ers 3,4 2,6 
unii'51 21.6. 7 6,4 4,8 4,2 

Ang. TOLT as 5,0 4,1 

Rt Olle aoe. 8,4 4,1 5,3 4,8 
INowsr OU Saas. sil 4,3 

Dez. 51-7. . 5,9 4,2 

Hebr. 52 2. 2. 6,2 5,1 

Vieni z 8) Oe oes ies 6,1 4,2 7,9 7,4 


27 Vor Beginn dieser Untersuchung war der Alt. tenuis-Stamm VII bereits meh- 
rere Jahre von Dr. E. M. Tawa in Kairo auf Czapex-Dox-Agar weitergeztichtet 
worden; vgl. E. M. Tana, Dissertation Fuad I-Universitit Kairo 1949. 

28 Ziichtung auf CzapEK-Dox-Urat. | 
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die drei am regelmaBigsten untersuchten Stiimme Alt. tenuis VII, Asp. 
fumigatus 26 und Asp. niger 24, gewachsen auf CzaPEK-Dox-Nitrat- 
Losung. 

In Wirklichkeit ist der Aktivitatsabfall bei Alt. tenwis VII noch starker als er 
in den ja aus den Anfangsgeschwindigkeiten der O,-Aufnahmen berechneten 
AtmungsgréBen zum Ausdruck kommt. Mit Extrakten aus ,,geschwachtem‘ Mycel 
wird namlich nicht mehr annahernd der theoretische Endwert der O,-Aufnahme 
erreicht, sondern die Enzymwirkung kommt bei einem Bruchteil dieses O,-Ver- 
brauchs zum Erliegen. Offenbar ist das Enzym in solchen Extrakten nicht nur 
schwacher, sondern auch labiler als in ,,Normalextrakten‘‘, eine Erscheinung, die 
wir iibrigens haufig auch bei ,,schwachen‘* Enzymlésungen anderer Herkunft 
beobachtet haben (vgl. auch S. 274/5). Tab. 6 gibt zur Illustrierung typische 
Reaktionskurven zweier Rohextrakte aus Alt. tenuis VII vom Anfang und vom 
Ende dieser Untersuchung. , 


Tabelle 6. Reaktionskurven zweier Alt. tenuis-Extrakte von Nov. 50 und Marz 82. 
mm* QO,; Zeit in min. Normalansitze mit 2 cm* Rohextrakt. 


Zeit des Versuchs Nov. 50 Marz 1952 
Trockengewicht (mg) 42,2 23,4 
Substrat ohne mit ohne mit 
15 16 137 13 30 
30’ 35 236 19 51 
60’ 46 322 wa 66 
90’ 51 362 25 76 
120’ 59 401 29 84 


Wir haben wiederholt versucht, den Alt. tenuis-Stamm VII, an dem uns als 
einzigem Produzenten des Uricasetyps IT (8.263) viel lag, durch Variation des Nahr- 
mediums wieder zu regenerieren. Mit CzapEK-Dox-Urat gelang dies nur ganz 
voriibergehend. Mit CzapmK-Dox-Lésung und Hefewasser im Verhaltnis 1:1 
wurden im August 51 nochmals gute Enzymaktivitaten (z. B. Qos 12,9, Qos—qos 
11,5) erhalten, aber auch diese Erholung wahrte nur wenige Wochen. Von da ab 
war der Aktivitatsabfall nicht mehr aufzuhalten. Auch Ziichtung auf Bierwiirze 
oder Hefewasser-Glucose sowie eine Tomatenpassage des Stamms waren 
ohne nennenswerten Erfolg 2°. 


d) Kinflu8 des Mycelalters auf die Enzymaktivitit. 


Von Asp. fumigatus 26 wurden 2—8, von Alt. tenuis VII 3—10 Tage! 
auf nitrathaltiger CzapnK-Dox-Lésung geziichtete Mycelien in iiblicher 
Weise auf Fermentlésung aufgearbeitet. Abb. 4 zeigt an Hand der 
Atmungsgr6Ben den mit zunehmendem Mycelalter kontinuierlich erfol- 
genden Aktivitatsabfall, woraus die Notwendigkeit der Verwendung 
méglichst jungen Mycels fiir die Gewinnung aktiver Fermentlésungen 
folgt. Auch bei anderen Oxydationsfermenten aus Schimmelpilzen (z. B. 


29 Ahnliche Inaktivierungserscheinungen waren friiher bei der Glucose-oxydase 
aus Aspergillaceen beobachtet worden, dort von abnehmender Fahigkeit zur Koni- 


dienbildung begleitet; vgl. W. Franke u. M. Derrner: Liebigs Ann. 541, 117 
(1939). 
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Triosephosphat-dehydrase® und |- und d-Aminosaure-oxydase aus A sper- 
_gillaceen*') sind ahnliche Erfahrungen gemacht worden®. 


Bei Pen. glaucum 1 wurde ein orientierender Versuch mit 1-, 2- und 3tagigem 
Mycel gemacht, wobei im 1. Fall noch keine zusammenhangenden Decken, sondern 
nur Flocken und .,Inseln‘‘ vorlagen. Nach Tab. 7 zeigen die Mycelextrakte in diesem 


Tabelle 7. Uricase:Aktivitdt von Extrakten aus sehr jungem M ycel von Pen. glaucum. 


Mycelalter (in Tagen) | 1 2 3 
Enzymtrockengewicht (in Milligramm) 20,8 20,2 23,1 
SO SMMC ENT Sait ¥ snc Saaee otal ‘ 4,3 3,6 3,3 
Fa gg te ree ert oe ee ee 257 257 3,0 


Zeitbereich annahernd gleiche Aktivitat. Da in der gleichen Zeit aber die Mycel- 
gewichte und entsprechend die Enzymausbeuten ums Mehrfache zunehmen, hat 
die Verwendung sehr jungen Mycelsfiir 
die Enzymgewinnung keinerlei Vorteil. 


e) Verwendung 
von Schittelmycel. 

In einigen orientierenden Versuchen 
wurde,,Schiittelmycel“‘ nach KLuyvER 
u. PERQUIN®®, das heute besonders bei 
der technischen Durchfiithrung mikro- 
' biologischer Oxydationsprozesse eine 
so groBe Rolle spielt®+, als Ausgangs- 
material verwendet. Hiermit wurden 
aus Asp. fumigatus 26 Extrakte mit 
etwas hodherer, aus Pen. glaucum 10 
solche mit erheblich geringerer An- 
fangsaktivitét, verglichen mit Ober- 
flachenmycel-Extrakten ahnlichen 
Trockengewichts, erhalten. Da die 
Aktivitaét der letzteren im Laufe der 


Abb. 4. <Abhdngigkeit der Uricase-Aktivitat 
vom Mycelalter. Normalansatze mit Roh- 


Reaktion viel weniger nachlaft als die 
der ersteren und zudem die Mycelaus- 
beute beim Submersverfahren nur 
etwa 1/; von der des Oberflachenver- 
fahrens betragt, wurde auf weitere Ver- 
suche in dieser Richtung verzichtet®>. 


extrakten (2 cm*), Trockengewicht bei Asp. 
fumigatus 30,0—46,2 mg, bei Alt. tenuis 37,4 
bis 43,6 mg. Ausgezogene Linien und 0 bezw. 
A: Qo2— 402. Getrichelte Linien und @ bzw. 
A: Qo..1, 1 Asp. fumigatus; II, Il’ Alt. tenuis. 


30 Ff, Lynen u. H. P. Horrmann-WatcsBeck: Liebigs Ann. 5659, 153 (1948). 

31a) §. G. Knicur: J. Bacter. 55, 401 (1948); b) R. L. Emerson, M. Puziss u. 
S. G. Kyienr: Arch. Biochem. 25, 299 (1950). 

32 Etwas abweichende Verhialtnisse waren bei der Glucose-oxydase aus Asp. 
niger gefunden worden, wo die Mycelaktivitaét vom 2. zum 4. Tage auf ein gutes 
Drittel abfiel, um sich dann wenigstens 1 Woche auf dieser Hohe zu halten (vgl. **). 

33 A. J. Kuuyver u. L. H. C. Perequtn: Biochem. Z. 266, 68 (1933). 

34 Vg]. z. B. K. Bernnaver: Erg. Enzymforsch. 11, 151 (1950). 

35 Neuerdings hat K. Burton [Biochemic. J. 50,258 (1951)] auch bei der ]-Amino- 
sdure-oxydase aus Newrospora crassa die Unterlegenheit von Schiittel- gegentiber 
Oberflachen-Mycel als Enzymquelle festgestellt. 
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Die Ziichtung der Pilze erfolgte in 2 1-KuuyvER-Kolben (Scuorr-Jena) unter | 
2tagigem Durchsaugen steriler Luft, wobei die Innentemperatur durch Strahlungs- 
warme auf etwa 28° gehalten wurde. Das flockige, nur auf der Siebplatte etwas | 
kompaktere Material wurde in Leitungswasser in gleicher Weise 12 Std verarmt, | 
wiederholt gewaschen, abgepreBt und wie iiblich auf Extrakt verarbeitet. Tab. 8 | 
enthalt das Ergebnis von Parallelversuchen mit Schiittel- und Oberflachenmycel. 
Die Indices der AtmungsgréBen, die in Normalansitzen mit 2 em? Mycelextrakt 
bestimmt wurden, beziehen sich auf die Versuchszeiten 15 und 60 min. Die Diffe- 
renz zwischen dem 15 und dem 60 min-Wert ist ein MaB fiir die Inaktivierung des 
Ferments wihrend des Versuchs. 


Tabelle 8. Vergleich der Uricase-Aktivitat von Schiittel- und von Oberflachenmycel. 


Organismus Asp. fumigatus Pen. glaucum 

ii - berfliichen- 

Ziichtungsverfahren Schiittelmycel barn Schiittelmycel | > es jaca 
Enzymtr.-Gew. (mg) . 29,4 27,0 13,6 14,0 
{jo38 oS Ca Ris ie 8,2 6,2 11,2 17,1 
oc ok Mie Bask Sek ce ee 4,9 5,6 5,6 11.0 
(Qogeer(lag Po cask nie chase 6,4 5,1 8.8 15,2 
f Qos Gog) na tar ing 3.8 4,5 | 4.0 9,2 


f) Uricase-Aktivitaét von Mycelpulvern. 
Im Hinblick auf die einleitend erwahnten negativen Befunde yon BRUNEL 


haben wir auch die Aktivitét von Mycelpulvern und Mycelpulverextrakten unter- 
sucht, und zwar bei Asp. niger, Asp. fumigatus und Alt. tenuis. 


Entsprechend den Angaben von BRuNEL haben wir gewaschenes, abgepreBtes, 
im CaCl,-Exsiccator getrocknetes und anschlieBend in der Kugelmiihle gemahlenes 
Mycel in der diesmal auf py 7,3 gepufferten Reaktionslésung suspendiert, dariiber 
hinaus aber auch Parallelversuche mit zentrifugierten Trockenmycel-Extrakten — 
angestellt. Abweichend von Brunet haben wir mit manometrischer Methodik und 
bei 30° (statt 38°) gearbeitet. Obwohl auch schon mit den von BRUNEL verwendeten 
Mycelpulver-Suspensionen (19%) eindeutige Harnsiureoxydation. nachweisbar ist, 
geben wir der Deutlichkeit halber im folgenden eine Versuchsreihe mit 5fach 
hdherer Mycelmenge wieder. 

In der letzten Reihe der Tab. 9 ist fiir die Zentrifugate der bei Ver- 
suchsende durch Colorimetrie (8.259) annahernd ermittelte Harnsaiure- 
schwund (in % der Ausgangsmenge) angegeben**, Unter S (Suspension) — 
und Z (Zentrifugat) sind die im Gesamtansatz enthaltenen Trocken- 
gewichte verzeichnet. 


Die enzymatische Aktivitit von Mycelpulver-Suspension und -Extrakt 
aus Asp. niger fillt im Gegensatz zu Asp. fumigatus und Alt. tenuis wih- 
rend des Versuchs stark ab. Bei Asp. fumigatus stért etwas die hohe 
Myecel- baw. Extrakteigenatmung. Trotzdem steht in allen Fallen ein 
betriichtlicher Harnsiureabbau auBer Zweifel. (Zum vergleichsweise ge- 
ringeren Harnsiureschwund bei Alternaria vgl. 8. 286). Das abweichende 


%® Die Mindest-O,-Aufnahme fiir das Verschwinden der eingesetzten Harnsaure 
(1 Atom O/Harnsiuremolekiil) liegt bei 224 mm’, (Vgl. aber S. 263 u. 286.) 
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Versuchsergebnis Brunets diirfte auf einen vielleicht in der Methodik 
_begriindeten Fehler zuriickgehen. 


Tabelle 9. Uricase-Aktivitdét von Mycelpulver und M ycelpulvereatrakt. 


Normalansatze. 
ert ee eer eet Te er net ns Fe ce Sarr t Sen ee 
mm® O, 
Zeit ; of) FrasaRnne: 
am) Suspension Zentrifugat © ae 
ohne mit ohne - mit Zentrifugat 
Substrat Substrat Substrat Substrat 
see i a aE SR FSS PPE | an NRC Eka UN SOAR A TREY OL 
a) Asp. niger 24 (S250 mg, Z 34 mg) 
15 14 51 4 42 
30 2A 61 4 51 
60 28 719 a a 
90 35 93 15 88 
120 50 107 19 105 | 
150 53 116 19 FE See 55 
(qo, baw. Qos 0,22 0,82 0,47 4,9) 
b) Asp. fumigatus 26 (S 250 mg, Z 37 mg) 
15 | 42 a2 8 47 | 
30 ; 78 134 21 ROe a! 
60 126 245 42 156 
90 161 318 64 215 
120 183 387 84 255 
150 210 440 93 270 | 95 
(dog bzw. Qos 0,67 1,2 0,87 5,1) 
c) Alt. tenuis VII (S 250 mg, Z 38 mg) 
LOE | 21 | 90 14 63 
30 33 125 18 UT 
60 59. |, 194 32 139 
90 67 256 40 182 
120 84 300 50 230 
150 92°) 337 | 61 262 65 
(Gog bzw. Qos 0,34 1,4 1,5 6,6) 


3. Orientierende Reinigungsversuche. 
Literaturangaben tiber die Reinigung desmolytischer Fermente aus 


Schimmelpilzen sind einstweilen noch sehr sparlich. 

Tm Reinzustande isoliert wurde nur die schon vorher als Flavinferment erkannte”® 
Glucose-oxydase®’, In den anderen Fallen waren die Enzyme entweder unlés- 
lich (z. B.1-Aminosaure-oxydase*!, Succino-dehydrase**) oder so labil (z. B. Aldolase*®, 
Triosephosphat-dehydrase*®, d-Aminosiure-oxydase*!”), daB eine Reinigung erst 
gar nicht versucht wurde®*?. 


37 GC, BE. CounrHarp, R. Micuag.is, W. F. Saort, G. Sykes, G. E. H. Skrim- 
sure, A. F. B. Stanprast, J. H. Brrxryswaw u. H. Ratsrrick: Nature 150, 634 
(1942); Biochemic. J. 39, 24 (1945). 

38 C, J. SuppHERD: Biochemic. J. 48, 483 (1951). 

39 Unlangst hat K. Burton® die ldsliche 1-Aminoséure-oxydase aus Neu- 
rospora 4,5fach angereichert und ihre Flavinproteid-Natur wahrscheinlich gemacht. 
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Die Tatsache, daB unsere Uricase-Rohlésungen 1—2 Tage ohne groBe- - 
ren Enzymverlust im Eisschrank aufbewahrt wie auch die gleiche Zeit! 
gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert werden konnten (woraus be- ; 
reits folgte, daB die Pilzuricase keines dialysierbaren Coferments oder | 
Aktivators zu ihrer Wirkung bedarf), lieB einige orientierende Rei- | 
nigungsversuche angezeigt erscheinen. 


a) Ammonsulfatfallung. 


Nachstehend werden zwei Versuchsreihen mitgeteilt, in denen Roh- 
extrakte sowohl aus Asp. fumigatus 26 wie aus Alt. tenuis VII der 
Ammonsulfatfallung bei den Sattigungsgraden 0,33, 0,5, 0,67 und 0,9 
unterworfen wurden. Die erhaltenen Niederschlige wurden nach ein- 
tiigiger Dialyse gegen flieBendes Leitungswasser auf ihre Aktivitat ge- 
priift *. 

Die Fallungen wurden stets unter Eiskiihlung vorgenommen. Wahrend bei 
Alternaria sich zusammenballende, gut zentrifugierbare Niederschlage erhalten 
wurden, waren die aus Aspergillus erhaltenen Fallungen bei 5000 U/min nicht oder 
nur mangelhaft zentrifugierbar. Es wurde daher im Eisschrank durch Faltenfilter 
filtriert, was mehrere Stunden in Anspruch nahm. Bei,der Dialyse der in dest. 
Wasser aufgenommenen Fallungen setzen sich Niederschlage — bei Aspergillus 
hell, bei Alternaria dunkel gefarbt — ab, die in beiden Fallen wegen ihrer schweren 
Zentrifugierbarkeit abfiltriert werden miissen. Ihre Aktivitaét ist — bei betracht- 
licher Eigenatmung — so gering, daB sie vernachlassigt werden kann. SchlieBlich 
werden gelbstichige — bei Aspergillus wasserklare, bei Alternaria getriibte — Fil- 
trate erhalten. Ihre Trockengewichte lagen zwischen 1,5 und 5,5 mg/em®, wahrend 
die Rohextrakte zwischen 15 und 25 mg/cm enthalten hatten. 

In Tab. 10 sind neben den Qo,-Werten der einzelnen Priiparate die 
jeweils vorhandenen Enzymeinheiten (EE = Qo,- mg Gesamt- 
trockengewicht), die Aktivitatssteigerung Qo,/Qo,, bezogen auf 
den Ausgangsextrakt, und die prozentische Enzymausbeute (EE/EE’- 
100) bei der Ammonsulfatfillung angegeben; eingeklammerte Anreiche- 
rungsgrade beziehen sich auf die dialysierten Extrakte. 


In einer zweiten, am gleichen Alt. tenwis-Stamm zu anderer Zeit ausgefiihrten 
Versuchsreihe wurden erhalten beim: 


Ammonsulfat-Sattigungsgrad . . . . . 0,33 0,67 0,9; | 
die Anreicherungsgrade ..... . ° 5,0 (2,1) 7,6 (2,8) 7,6 (3,2) 
und die Enzymausbeuten ..... . 32% Li ihe 83%. 


Durch Ammonsulfatfillung und Dialyse wurde also bei Asp. fumigatus 
maximal eine etwa 25fache, bei Alt. tenuis eine etwa 10fache Anreiche- 
rung gegeniiber dem Rohextrakt erzielt. Dabei nimmt der Reinigungs- 
effekt bei Asp. fumigatus mit steigender Ammonsulfat-Konzentration 
dauernd zu, wihrend er bei Alt. tenwis bei Halbsiittigung bereits seinen 
Maximalwert erreicht. Im ganzen ist das Alternaria-Ferment leichter und 


*° Zur Ermittlung des Proportionalitiitsbereichs wurden gleichzeitig stets meh- 
rere Enzymkonzentrationen eingesetzt (vgl. S. 258 u. 275). 
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mit besserer Ausbeute, aber geringerer Anreicherung fallbar als das 
Aspergillus-Ferment. In beiden Fallen erscheinen weitere Reinigungs- 
versuche (z. B. mit fraktionierter Fallung) aussichtsreich. 


Tabelle 10. Reinigung der Schimmelpilz-Uricasen durch Ammonsulfatfallung. 
Reinigungsstufe | One | EE Qoe/ Qo2 | EE/EE° - 100 


a) Asp. fumigatus 26. 


Bsonextrakbe [icin tue) arya, cE. 7,0 38200 

(Rohextrakt I dialysiert). . . . . (21) 

Ammonsulfatfallung (0,33) .. .. 33 1200 4,7 (1,6) 3 
TACLOS9.@n eh atoll Ml ee i 6,7 6300- 
-(Rohextrakt II dialysiert) ... . (19) 

Ammonsulfatfallung (0,5)... .. 85 2600 12,7 (4,5) 4] 
mohextrakt—LDl tr 5,2 9700 

(Rohextrakt III dialysiert) ... . (14) 

Ammonsulfatfallung (0,67) ... . 107 6900 ‘| 20,6 (7,7) 71 
BVOneEXtrakt ol Plt tews Me ke 2, 6500 

(Rohextrakt III dialysiert)... . (14) 

Ammonsulfatfallung (0,9)... . . 129 5200 24,8 (9,2) 80 


b) Alt. tenuis VII. 


mobhextrake Doh. hs nce) apie RA 9,5 7200 

(Rohextrakt I dialysiert). .... (25) 

Ammonsulfatfallung (0,33) ... . 56 2500 5,9 (2,2) 35 
RUODeXtraktel ass Aare SG LS). Wry 9,5 7200 

(Rohextrakt I dialysiert). ... . (25) 

Ammonsulfatfallung (0,5)... . . 98 5300 10,3 (3,9) 74 
“i hand AE al lpprnlan nee i aopmesaeg u 3700 

(Rohextrakt II dialysiert) ... . (29) 

Ammonsulfatfallung (0,67) ... . 89 3100 8.1 (3,1) 84 
Rohextrakt IT. . . . Be oe 11 3700 

(Rohextrakt II dialysier “t) pean ee (29) 

Ammonsulfatfaillung (0,9)... . . 113 3800 10,3 (3,9) 100 


b) Fallung mit organischen Lésungsmitteln 


ergab auf einfache Weise zwar weniger hohe Anreicherung, dafiir aber 
Trockenpriparate, die bei Aufbewahrung im Vakuumexsikkator wenig- 
stens begrenzte Zeit verwendungsfihig blieben. So zeigte ein Aceton- 
praparat aus Asp. fumigatus nach 1 Woche noch 90%, nach 3 Wochen 
noch 70% der Ausgangsaktivitat, waihrend ein Alkohol- Ather-Priparat 
nach der gleichen Zeit nur mehr 50% Aktivitat aufwies. 
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Wir wandten zwei Verfahren an, die sich bei der Glucose-oxydase aus Pilzen gut 
bewahrt hatten*!. Im einen Falle lieBen wir Rohextrakt in das 10fache Volumen 
eines auf 0° abgekiihlten Alkohol-Ather-Gemischs (2:1) eintropfen, im anderen 
Falle fallten wir gekiihlten Rohextrakt mit dem doppelten Volumen gleichfalls 
gekiihlten Acetons. 

Die flockigen Fallungen wurden méglichst rasch abzentrifugiert, auf Tonteller 
gestrichen und in den Vakuumexsikkator gebracht. Zur Herstellung von Enzym- 
lésungen wurden sie mit etwa der 50fachen Menge Wasser verrieben, wobei 25 
bis 40% des Materials in Lésung gingen; vom Unlislichen, das nur geringe Aktivi- 
tit zeigte, wurde abzentrifugiert. Die Lésungen wurden zur Trockengewichts- 
bestimmung dialysiert. : 


Tab. 11 gibt in gleicher Darstellungsweise wie Tab. 10 die Ergebnisse 
_einiger Reinigungsversuche an Rohextrakten von Asp. fumigatus 26 und 
Alt. tenuis VII wieder. 


Tabelle 11. 
Reinigung der Schimmelpilz-Uricasen durch Aceton- und Alkohol-Ather-Féllung. 


 Reinigungsstufe | ve | EE Qoal Qo’ EE/EE® - 100 


a) Asp. fumigatus 26. 


Rohextrakt.. ...,).... 9,2 17800 

(Rohextrakt dialysiert) (24) 

Acetonfallung .... 58 10600 6,3 (2,4) 60 
Alkohol-Ather-Fallung 30 9300 3,3 (1,3) 52 

b) Alt. tenuis VII. 

Rohextrakt ..... 10 3900 

(Rohextrakt dialysiert) (27) 

Acetonfallung . . 50 3100 5,0 (1,9) 79 


Bei weiteren Reinigungsversuchen wird man sich auf die Aceton- 
fallung beschranken kénnen, die reinere und bestiindigere Priparate 
liefert. 


Auch die Darstellung aktiver Acetonpraparate gelingt einstweilen nicht mit der 
gleichen Sicherheit wie die aktiver Ammonsulfatfallungen. Bisweilen werden 
,,labile“ Praparate erhalten, die bei guter Anfangsaktivitat starken Wirkungs- 
verlust wahrend der Reaktion zeigen (vgl. 8. 268). Bei der Lagerung verandern sich 
auch aktive Praparate in der gleichen Richtung. 


4. Zur Kinetik der Uricasewirkung. 


Die Untersuchungen dieses und der folgenden Abschnitte beschranken sich auf 
Alt. tenuis; es kamen die beiden Stiémme VI/1 und VII als typisch fiir die Produk- 
tion von ,,Uricase I‘ und ,,Uricase II‘ zur Verwendung. Uber das Aspergillus- 
Ferment, das in seinen Eigenschaften im wesentlichen mit der Alternaria-Uri- 
case I iibereinstimmt, wird gesondert berichtet werden4?. Die Untersuchung der 
beiden Alternaria-Stiimme erfolgte auch im Hinblick auf die Frage einer komplexen 
Natur der ,,Uricase II‘, die allerdings nicht entschieden werden konnte. 


*) 'Vgl. W. Franke in BaMANN-MyrBAcx: Die Methoden der Fermentforsch. III 
2385. Leipzig 1941. 


* W. Franke u. L. Krina: Chem.-Ber. 85, im Druck (1952). 
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a) Kinflu8 der Enzymkonzentration. 


_ Abb.5 bringt die O,-Aufnahmen in Normalansitzen mit variierter 
Enzymmenge zur Anschauung. Wie ersichtlich, besteht nur im Bereich 
niedriger Enzymkonzentration (zwischen I und II) annihernde Pro- 
portionalitét zwischen Anfangsgeschwindigkeit und Enzymkonzen- 
tration, wihrend bei Steigerung der letzteren die Reaktionsgeschwindig- 
keit relativ langsamer zunimmt. Diese Erscheinung, die bei rohen, wie bei 
gereinigten Enzymlésungen auf- 
trat, mute beim Vergleich von 350 
Enzymaktivitaten (z.B.beiRei- = mm 
nigungs- oder Hemmungsver- 
suchen, 8. 272 bzw. 278/9) durch 
vorherige Ermittlung des ,,Pro- 
portionalitatsbereichs‘‘ stets be- 250 
rucksichtigt werden. 


So berechnet sich beispielsweise 200 
aus dem Ansatz IV der Abb. 5 (mit t 
2 cm® Enzym, wie sie in den Ver- 0, 
suchen des 2. Abschnitts durchweg 150 
verwendet worden waren) ein Qoo- 
Wert von 8,7, wahrend aus den An- 
satzen des Proportionalitatsbereichs 700 
(I, ID) ein Wert von etwa 20 resultiert 
(vgl. S. 265). 

Bisweilen komplizieren sich die 50 
Verhaltnisse noch dadurch, daB in 
stark verdiinnter Losung die Enzym- 
wirkung rascher nachlaBt als in kon- 0 30 50 ahaa 
zentrierterer, wofiir auch a Abb. 5 Abb. 5. HinfluB der Enzymkonzentration auf 
Andeutungen vorhanden sind. In die Reaktionsgeschwindigkeit bet Alt.tenuisVII. 
Zweifelsfallen wurde der Aktivitats- Normalansitze mit Rohextrakt (14 mg/cm’): 
berechnung die niedrigste Enzym- si wi sae este tee AA 
konzentration zugrunde gelegt, bei 
welcher (in mehrstiindigen Versuchen) der theoretische Endwert der O,-Aufnahme 
noch annahernd erreicht wurde bzw. seine schlieBliche Erreichung wahrschein- 
lich war. 


b) Einflu8 der Substratkonzentration. 


In Ansitzen mit Rohextrakten beider Alternaria-Stimme wurde die 
Substratkonzentration im Bereich zwischen m/500 und m/50 variiert. 
Mit beiden Enzymlésungen wurde iibereinstimmend ein Konzentrations- 
optimum bei m/100-Harnsaure festgestellt (Abb. 6). Fiir die in tblicher 
Weise #8 graphisch ermittelte Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat- 


43 Vgl.z. B. J. B.S. Hanpane u. K. G. Srern: Allgemeine Chemie der Enzyme, 
§. 34. Dresden u. Leipzig 1932. 


ey 
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Komplexes (MicHAxLIS-Konstante) ergibt sich ebenfalls iibereinstim- 
mend ein Wert von 3 - 10-°m‘*. 


Bei der Standardkonzentration (m/250) der Normalansiatze betragt die Umsatz- 
geschwindigkeit rund */, der optimalen. 


c) po-EinfluB. 


Abb. 7 gibt Aktivitdts-py-Kurven fir die Enzyme beider Alternaria- 
stimme. In beiden Fallen liegt das Wirkungsoptimum bei px 7, also 
um wenigstens 2 pq-Einheiten tiefer als beim tierischen Ferment*: *. 


16 


714 


72 


Q510"m = 40x *m = 5x1 *m 80x10 *m 
Harnsaure-Konzentration 
bb. 6. 
Abb. 6. Abhdngigkeit der spezifischen Reaktionsgeschwindigkeit (Qo,) von der Harnsdure-Konzen- 
tration bei Alt. tenuis VII (I) wnd VI/1 (II). Normalansitze mit 2 cm* Rohextrakt. Ia, Ila Enzym- 
eigenatmung (qo.). Punktierte Linien: Ermittlung der MICHAELIS-Konstante aus (Qo.— qos). 
Abb. 7. Aktivitdts-py-Kurven fiir die Enzyme aus Alt.tenuis VII (I) und VI/1 (II). Normalansiatze 
mit 2 cm* Rohextrakt: py 6 u. 7 Phosphatpuffer, pq 8 Phosphat- oder Veronalpuffer, py 9 Veronal- 
oder Ammonsalzpuffer. Ia, Ila Enzymeigenatmung (qo.). 


Bei px 8 und 9 zeigt die O,-Aufnahme im Versuch mit Alt. tenuis VIL ausgespro- 
chen autokatalytischen Verlauf* ; entsprechend liegen die Qo,-Werte nach 60 min 
héher, nimlich bei 2,7 bzw. 2,1. 

In einigen Versuchen wurde auch die py-Stabilitét des Fermentes’ 
beider Quellen untersucht und ebenfalls sehr sihnlich gefunden. Wahrend - 
das Ferment im schwach alkalischen Gebiet (bis px 9) bestindig ist, er- 
folgt unterhalb des Neutralpunkts betrichtlicher Aktivititsabfall, und 
zwar schon bei durchaus noch physiologischen pq-Werten. 


‘4 Ganz ahnliche Werte gibt M. Z. GryNBERG [Biochem. Z. 236, 138 (1931)] fiir 
das tierische Ferment an (Optimum bei m/140, MrcHantts-Konstante 4,3 x 10-3m). 

44@ Bei tieferem py als 6 14Bt sich wegen des Ausfallens freier Harnsaure nicht 
arbeiten. 

45 R, TRUSZKOWSKI u. S. GUBERMANOWNA: Biochemic. J. 29, 2787 (1935). 

“© D. Kemtn u. E. F, Hartree: Proc, Roy. Soc. Lond. (B) 119, 114, 141 (1936). 

*” Noch ausgeprigter ist die Anfangshemmung bei Verwendung von Boratpuffer. 
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Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB 2 cm? Rohextrakt mit 1 cm3 m/7- 
Veronal-Acetat-Puffer 15 min bei 20° inkubiert wurden. Dann wurde mit n/10-HCl 
_ oder NaOH annahernd neutralisiert, Phosphatpuffer py 7 und Harnsiure entspre- 
chend dem Normalansatz zugesetzt und die Aktivitat in iiblicher Weise bei 30° 
bestimmt. 

In Tab 12 sind die nach viertelstiindiger Inkubation bei bestimmten 
pu-Werten festgestellten Aktivititsverluste in Prozenten der Ausgangs- 
aktivitat verzeichnet. 


Tabelle 12, 
Aktivitatsverluste (in Prozenten) bei Einwirkung bestimmter py- Werte (15 min bei 20°). 
Pa Nealon ea EC On 


Alt. tenwis VIL... . . 84 72 | 50 
Alt. tenuis V1/V 


Wahrscheinlich geht auf diese Instabilitat im sauren Gebiet die friiher (S. 263) 
erwahnte geringere Uricase-Aktivitat auf den potentiell sauren Ammonsalz-Nahr- 
béden gegeniiber den potentiell alkalischen Nitrat- und Urat-Nahrbéden zuriick. 


d) Temperatur-EinfluB. 


Es wurde der Einflu8 der Temperatur sowohl auf Aktivitdt als auch 
Stabilitdt der Alternaria-Uricasen gepriift. 

Im ersteren Falle wurde der O,-Verbrauch von Normalansatzen mit Rohextrakt 
im Bereich zwischen 20 und 40° untersucht, im letzteren wurden substratfreie. An- 
sitze zunichst 14 Std im Wasserbad auf Temperaturen zwischen 30 und 55° ge- 
halten und anschlieBend nach Substratzusatz auf ihre enzymatische Aktivitat bei 
30° -gepriift. 

Abb. 8 zeigt Aktivitdts-Temperatur-Kurven mit dem deutlichen Tem- 
peraturoptimum bei 30°48. In Tab. 13 sind (analog Tab. 12) die nach halb- 
stiindiger Einwirkung bestimmter Temperaturen feststellbaren Aktivi- 


taitsverluste angegeben. 


Tabelle 13. Aktivitatsverluste (in Prozenten) bei Einwirkung bestimmter Tempera- 
turen (30 min bei px 7). 


Temperatur °C | 30 | 40 | 45 | 50 55 
LE a ae 0 24 | 42 | 64 | 97 
Alt. tenuis VI/1 0 30 as sees 90 


Die (graphisch leicht zu ermittelnde) ,,7tungstemperatur“ (= Tem- 
peratur 50% iger Inaktivierung nach v. EvLER*) liegt bei etwa 47 Sn 


5. Chemische Beeinflussung der Fermentwirkung durch Inhibitoren. 


Im folgenden wird iiber den Einflu8 einer Reihe typischer Inhibitoren 
desmolytischer Fermente berichtet. Derartige Versuche waren fiir die 


48 Literaturangaben fiir das tierische Ferment liegen zwischen 45° [K. Ro: J. 
Biochem. (Jap.) 14, 361 (1931)] und 50—55° [F. BaTrExit u. L. StERN: Biochem. 
Z:19, 219: (1909)}. , 

49 Vgl. z. B. H. v. EvLeR: Chemie der Enzyme I, 272. Miinchen 1925. 
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Entscheidung der Frage, ob die Uricase unter die Oxydasen oder die 
Dehydrasen einzureihen sei, von Interesse. 


Bekanntlich ist diese Frage fiir das tierische Ferment immer noch nicht ein- 
deutig entschieden. Fiir einen Schwermetallgehalt des Ferments spricht die 
wiederholt angegebene starke Blausdureempfindlichkeit*: 5°, 51 (90%ige Hem- 
mung durch m/10000-HCN, praktisch vollstandige durch m/1000). Damit im Wi- 
derspruch steht aber die nur schwache Hemmung durch Natriumazid (30—40% 
bei m/500) und die praktisch fehlende 
von Natriumsulfid und Kohlenoxyd. 
DieVermutung, daf die Uricase ein Metall-, 
im besonderen ein Eisen- oder Zink- 
Proteid®®, 5! sei, wird durch neuere Unter- 
suchungen iiber das Verhaltnis von Schwer- 
metallgehalt und Aktivitat bei Reinigungs- 
versuchen wenig gesttitzt5?, 5%, 

In Tab. 14 stehen an erster Stelle 
die Schwermetallkomplexbild- 
ner, dann folgen einige (dehydrase- 
hemmende) Narcotica und schlieB- 
lich die spezielleren Fermentgifte | 


Jodessigsiure und Natrium- 


0 : F ‘ 

20 25 50 35 40 °C fluorid. Die Hemmungen werden 
Abb. 8. Temperaturabhdngigkeit der Uri- . . 
casewirkung von Alt. tenuis VII (I) und fiir Rokoxtraye aus den beiden 
VI/1 (IZ) Normalansatze mit 2 em* Roh- Alternaria-StammeninProzentenan- 
extrakt.la, IlaEnzymeigenatmung(qo.). gegeben. 


Da die Hemmungsgrade manchmal zeitlich etwas veranderlich sind, wurden 
Mittelwerte aus den Hemmungen nach 15 und nach 60 min gebildet. Nach Még- 
lichkeit wurde im Proportionalitatsbereich der Fermentkonzentration gearbeitet. 


Mit den meisten der untersuchten Fermentinhibitoren treten ersicht- 
lich Hemmungen auf, die ihrer Gré8e nach aber nicht sonderlich charak- 
teristisch sind, besonders wenn man die fiir solche Versuche zum Teil 
betrachtlichen Inhibitorkonzentrationen beriicksichtigt. Vor allem wurde 
in keinem Falle eine auch nur anniihernd vollstindige Hemmung be- 
obachtet. Das ist besonders auffallend bei der Blausidure. 


Bei niederen HCN-Konzentrationen tritt iibrigens ein gewisser quantitativer 
Unterschied zwischen den beiden Enzymen in Erscheinung, ebenso wie beim 
Hydroxylamin: ,,Uricase II“ zeigt geringere bzw. fehlende Hemmbarkeit bei 
niederer Inhibitorkonzentration. 


50 J. N. Davispon: Biochemic. J. 82, 1386 (1938); 36, 252 (1942). 

51 C, G. HotmBera: Biochemic. J. 38, 1901 (1939). 

52. W. WacuTe., E. Hove, C. A. Envensem u. E. B. Hart: J. of Biol. Chem. 
188, 361 (1941). , 

58K, Prarvorivs: Biochim. et Biophys. Acta 2, 590 (1948). 

54 Die angegebenen Hemmungen durch Na,8 sind sehr unsicher und bei Alt. 
tenuis VII wahrscheinlich zu hoch, da der betrachtliche und schlecht reproduzier- 
bare Anteil der enzymkatalysierten H,S-Autoxydation von der Gesamt-O,-Auf- 
nahme hier wohl nicht ohne weiteres in Abzug gebracht werden darf. 
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Tabelle 14. Hemmung der Alternaria-Uricasen durch typische Inhibitoren. 
Normalansitze meist mit 1 cm? Rohextrakt. 


‘ ree eins, SMD LS Oy ih) xt) Sree 


Tnhibitor Konzentration Ce yest 
Alt. tenuis VI/1 Alt. tenuis VII 
MUNG Vesrtrsyd) A goats m/10000 35 vi 
m/1000 41 33 
m/500 57 42 
m/200 62 45 
m/100 67 63 
Se oe m/500 222 48 ? 
eee NO te ee m/500 38 33 
hp 0 ge fl hl arte m/500 29 5 
m/200 39 19 
ig bli tg = oko  e m/500 32 29 
m/200 38 37 
iPhenylurethan - . ..+4-. m/200 39 37 
Phenylharnstoff ..... m/200 34 31 
WNa-Jodacetat ...... m/200 39 32 
Ned. Roy ge Gare a m/25 10 18 


_ DieHCN-Empfindlichkeit der Pilz-Uricaseist jedenfallsungleich geringer 
als die des tierischen Ferments; selbst m/100-KCN hemmt nur zu etwa 2/5. 
Kin derartiger Hemmungstyp ware fiir ein metallhaltiges Oxydationsferment 
ganz ungewohnlich. Man wird daran zu denken haben, ob HCN hier nicht als 
Carbonylgruppen- Inhibitor wirkt, wie das fiir das Flavin-Proteid Histami- 
nase (Diamin-oxydase) wahrscheinlich gemacht worden ist®>, 5*. Hierher wiirden 
dann gegebenenfalls auch die Hemmungen durch NH,OH und N,H, gehéren. 


Eine nicht unbetrachtliche Hemmungswirkung der beiden Narcotica 
Phenylurethan und Phenylharnstoff ist nicht zu verkennen. Freilich 
schwanken die Literaturangaben iiber das Ausmafi der Hemmung fiir 
die einzelnen Dehydrasen an sich schon in weiten Grenzen®’. Die Jod- 
essigsdure-Hemmung (von vergleichbarem Ausma8) reicht in der be- 
obachteten Hohe nicht aus, um die Pilz-Uricase als typisches Sulfhydryl- 
enzym erscheinen zu lassen®’. 

Die geringe Fluoridempfindlichkeit des Pilzferments macht NaF zu einem 
geeigneten Antisepticum, mit dem sich Fermentlésungen einige Tage vor Bakte- 
rienbefall schiitzen lassen. 


55 Vol. E. A. Zetter: Advance. enzymol. 2, 93 (1942). 

56 Nach E. WEerRLE u. A. ZaBet [Biochem. Z. 318, 554 (1948)] wird die pflanz- 
liche Histaminase durch HCN (und andere Carbonylgruppen-Reagenzien) weniger 
stark gehemmt als die tierische. 

57 Vol. Succino-dehydrase und Xanthin-dehydrase [K. C. Sn: Biochemic. J. 25, 
849 (1931)]. Bei der Pilz-Glucose-oxydase ist die Narkotica-Hemmung py-abhangig 
[W. Franke u. F. Lorenz: Liebigs Ann. 582, 1 (1937)]. 

58 Auch das tierische Ferment gehort nicht in dieseGruppe [K. S. G. Barron u. 
T. P. Sincer: J. of Biol. Chem. 157, 221, 241 (1945)]. 
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Alles in allem sprechen die Inhibitorversuche noch weniger fiir eine 
wahre Oxydase-Natur® der Uricase als es entsprechende Versuche 
beim tierischen Ferment getan hatten. Eher stiitzen sie die Dehydrase- 
Natur des Pilzferments, die durch die Versuche des folgenden Abschnitts 
als bewiesen angesehen werden kann. 


6. Uricase als Aero-dehydrase. 
a) Sauerstoff als Wasserstoffacceptor. 


Zu den Kriterien der aeroben Dehydrasewirkung gehort die Ent- 
stehung des Hydrierungsprodukts Hydroperoxyd. DaB es bei der 
Wirkung der tierischen Uricase gebildet wird, haben fiir Rohenzym 
zuerst KeILIN und Hartree", fiir weitgehend gereinigtes spater HoLM- 
BERG*®! und Davipson®® angegeben. ; 

In der Arbeit von Keriry u. Hartree erfolgte der H,O,-Nachweis allerdings 
nur_indirekt (durch den Befund einer sekundaren (eepdeuen von p-Phenylen- 
diamin oder Alkohol). In den Untersuchungen von Ho~tmMpereG und Davipson 
wurde aus dem Endwert der O,-Aufnahme, dem Respirationsquotienten und der 
Druckanderung bei nachtraglicher Katalasezugabe auf die H,O,-Bildung geschlos- 
sen. 

Wir wiesen bei der aeroben Funktion der Alternaria-Uricase H,O, rein 
chemisch, namlich durch die Freisetzung von Jod aus angesauerter 
Jodidlésung, nach. Infolge der Gegenwart von Katalase in unseren 
Fermentpraparaten gelang der H,O,-Nachweis nur bei selektiver Ver- 
giftung der Katalase (ahnlich wie im Falle der Glucose-oxydase ®), 
wobei wir uns mit Erfolg des Hydroxylamins bedienten. 

Die Katalase-Aktivitaét ist in unseren Enzymlésungen immer wesentlich héher 
als die der Uricase. Zur Orientierung iiber das GréBenverhaltnis bestimmten wir 
in Ansitzen, die in 5 em’ 1 em? Enzymlésung und 1 cm? m/30-H,O, (0,-Aquivalent 
374 mm*) enthielten, bei py 7 die Geschwindigkeit der H,O,-Spaltung und errech- 
neten aus deren Anfangswert (nach 0,5 min) die Katalase-Aktivitat Q’o, (analog dem 


Qo, der Uricase)*!. Tab. 15 enthalt eine solche Gegeniiberstellung von Uricase- 
und Katalase-Aktivitaten. 


Tabelle 15. 
Uricase-(Qog) und Katalase-Aktivitdt (Q’o.) von Enzymlisungen aus Alt. tenuteg 
Alt, tenuis VI/1 Alt, tenuis VII 
Rohextrakt | Ammonsulfatfillung Rohextrakt 
Qos eee 9,4 | * 45 8,2 
Ogee cath aa 1350 | 6550 900 


5° Im Sinne eines Oxydationsferments mit autoxydablem Metallatom als Wirk- 
gruppe. 

60 W. Franke u. F. Lorenz: Liebigs Ann. 582, 1 (1937). 

*: Die in Tab. 15 angegebenen Katalase-Aktivitaten sind Minimalwerte (wegen 
oy etwas iiberschrittenen Proportionalitatsbereichs der Enzymkonzentration, vel. 

8. 275). Die wahren Q’o.-Werte lagen etwa 1,5—2fach hoher. 
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: Das eingesetzte H,O, ist unter den erwahnten Bedingungen in etwa 2 min prak- 
tisch vollstaindig zersetzt. Mit den spaiter meist verwendeten 2 cm?® Enzymlésung 
reduziert sich diese Zeit auf etwas mehr als 1 min. 

Zur quantitativen Bestimmung des gebildeten Hydroperoxyds liefen 
eine Reihe von gleichen, mit m/500- oder m/200-Hydrooxylamin ver- 
setzten Warburg-Ansitzen, von denen zu bestimmten Zeiten jeweils 
einer abgebrochen und mit angesiiuerter KJ-Lésung versetzt wurde. 

Auf 5 cm* kamen 2 cm® 10%iger KJ-Lésung + 1 cm? 2 n-H,SO,. Nach 30 min 
wurde das ausgeschiedene Jod mit n/100-Na,8,0, aus einer Mikrobiirette titriert. 
Der Berechnung der prozentischen H,0,-Ausbeute werden die um die Eigen- 
atmung des Ferments (die in NH,OH-Gegenwart nur eine minimale, in Abzug zu 
bringende Jodausscheidung liefert) korrigierten O,-Aufnahmen zugrunde gelegt. 


Erfolgt die Substratdehydrierung nach der Gleichung 
DH, + 0, > D+ H,0,, 
dann entspricht 1 cm’ n/100-Na,S,0, (bzw. H,O,) 112 mm? 0,. 

Die ersten, mit m/200-NH,OH vergifteten Ansitze mit Rohextrakten 
lieferten H,O,-Ausbeuten von etwa 20—30% der Theorie. Wir geben 
einige dieser Versuche mit Vorbehalt in Tab. 16 wieder, weil sie wenigstens 
das gleichartige Verhalten der beiden untersuchten Alternaria-Stamme 
dartun. 


Tabelle 16. H,0,-Bildung bei der Harnstéuredehydrierung durch Alternaria-Roh- 
eaxtrakte in Gegenwart von m/200-NH,OH. 


Normalansatze mit 2 cm? (23 bzw. 45 mg Trockengewicht) Enzymlésung. 


Zeit (min) mm O, mm? O, korr. em? n/100-Na.8.03 % MOsd. ihe 


a) Alt. tenuis VI/1. 


30 67 . 52 0,09 20 
60 ltl 92 0,20 25 
90 135 114 0,24 24 


b) Alt. tenuis VII. 


30 86 65 | 0,17 29 
60 168 140 0,31 25 
90 200 160 0,31 22 


Auf der Suche nach einer Erklarung fiir die schlechten H,O,-Ausbeuten dachten 
wir anfangs an eine nicht vollstandige Hemmung der Katalase; wie spatere Ver- 
suche (II. Mitt.42) zeigten, trifft diese Vermutung indes nicht zu. Ferner 
dachten wir an die (lange bekannte und viel studierte®) nichtenzymatische Reak- 
tion zwischen Harnsaure und H,0,. Aber auch sie spielt unter unseren Versuchs- 
bedingungen offenbar keine nennenswerte Rolle*?. Wahrscheinlich ist dagegen eine 
Reaktion zwischen dem (in unndtig hoher Konzentration eingesetzten) Hydroxylamin 


62 Vg]. z. B. C. S. VENABLE (u. F. J. Moore): J. Amer. Chem. Soe. 39, 1750 
(1917); 40, 1099 (1918). — F. CuromutzKa+: Hoppe-Seylers Z. 162, 219 (1927). — 
H. Wrevanp u. T. F. Macrat: Hoppe-Seylers Z. 203, 83 (1931). 


, 


— 
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und H,0,*%, wobei offenbar nascierendes H,O, noch starker oxydierend wirkt 
als zugesetztes, eine Erfahrung, die auch bei enzymatischen Oxydationen des 6fteren 
gemacht worden ist4® &, 


Beim folgenden Versuch mit gereinigtem Ferment (Ammonsulfatfallung) aus 
Stamm VI/1 wurde daher die NH,OH-Konzentration auf m/500 reduziert. Auch 
diese Konzentration ist nach spateren Befunden*? noch reichlich, bemessen und 
schlieBt Sekundarreaktionen nicht ganz aus. Leider lieBen sich infolge der mittler- 
weilen erfolgten Degeneration von Stamm VII (S. 267) keine Enzymlésungen von 
vergleichbarer Aktivitat mehr aus diesem gewinnen. 

Tab. 17 zeigt das Ergebnis einer Versuchsreihe mit einer Ammon- 
sulfatfallung (Qo,46) aus Alt. tenwis VI/1 unter Zusatz von m/500-NH,OH), 
Unter diesen (noch nicht ganz einwandfreien und optimalen) Bedingungen 
wurden also immerhin etwa 70% der theoretischen H,O,-Ausbeute er- 
halten. 


Tabelle 17. H,O,- Bildung bei der Harnséuredehydrierung durch gereinigtes 
Alternariaferment in Gegenwart von m/500-NH,OH. 


Normalansatze mit 2 cm? (6,2 mg Trockengew.) Enzymlésung (Ammonsulfatfallung) 


Zeit (min) mm? 0, | mm! 0, korr. | cm*n/100-Na,$,0; | % HO, d. Th. 


30 81 50 0,18 41 
60 118 68 0,42 69 
120 165 109 0,71 | 73 
150 191 126 0,79 | 70 


H,0,-Bildung und geringe HCN-Empfindlichkeit sind 2 wichtige 
Argumente gegen eine Metallproteid-Natur der Pilz-Uricase; denn bei 
der Wirkung (der metallhaltigen) Oxydasen ist bisher nie mit Sicher- 
heit H,O, nachgewiesen worden®, 66, wohl aber bei der Funktion (der 
metallfreien) Aero-dehydrasen oder Oxhydrasen. 


b) Ersatz des Sauerstoffs durch Acceptorfarbstoffe. 


Kin weiteres wichtiges Kriterium der Dehydrasenatur eines Ferments 
ist die Ersetzbarkeit des Sauerstoffs durch andere Wasserstoffacceptoren 
im Sinne WIELANDs ®7, Die bisher an Rohpraparaten tierischer Uricase 


** Die Oxydation von NH,OH durch schwache Oxydationsmittel zu N,O bzw. 
N, ist ebenfalls lange bekannt (vgl. Hormann-Riitporrr: Anorgan. Chem., S. 135. 
Braunschweig 1951). 

*4 H. WiELAND u. Mitarb.: Liebigs Ann. 477, 32 (1929); 483, 217 (1930). 

® Fir die Phenoloxydasen vgl. Literaturzusammenstellung bei W. Franke in 
Norp-WEIDENHAGEN: Handb. d. Enzymologie II, S. 740 (Leipzig 1940), fiir 
Ascorbinsture-oxydase H. Srnrnman u. C. R. Dawson: J. Amer. Chem. Soc. 64, 
1212 (1942); D. B. Hann u. E. C. Greismn: ebenda 64, 358 (1942). 

°° Vgl. Zusammenstellung von W. FRANKE in BAMANN-Myrpick: Die Methoden 
der Fermentforsch. III, 8. 2385. Leipzig 1941. 


8? Vel. z. B. H. Wretann: Uber den Verlauf der Oxydationsvorginge. Stutt- 
gart 1933. 
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durchgefiihrten Versuche dieser Art (mit Methylenblau und Indophenolen) 
_ waren aber im wesentlichen negativ verlaufen‘® °, 


Wir fanden bei Alt. tenwis VII schon mit Rohextrakten eindeutige 
Verwertung sowohl von Methylenblau als auch Trtimans’ Reagens 
(2,6-Dichlorphenol-indophenol). Durch Ammonsulfatfallung (3/,-Satti- 
gung) gereinigtes Ferment erwies sich noch wesentlich aktiver. Tab. 18 
zeigt das Ergebnis einer Reihe charakteristischer Entfarbungsversuche. 


Die anaeroben THunBERG-Ansatze (von 4 cm? Gesamtvolumen) entsprachen 
im wesentlichen dem aeroben Normalansatz bis auf den Zusatz der beiden Farb- 
stoffe, der so gewahlt wurde, da8 die Gesamtkonzentration stets m/40000 betrug 
(Stammldsungen m/2000 bzw. m/4000, davon 0,2 bzw. 0,4 cm zugesetzt). In der 
Tabelle sind tp und t die Entfarbungszeiten ohne und mit Substrat, J die daraus 
berechnete ,,Dehydrierungsintensitat nach TuunBere, J = 100 (1/t — 1/to). Die 
vorletzte- Spalte enthalt die auf Milligramm Enzym bezogene Dehydrierungs- 
intensitét als anaerobes AktivitatsmaB, die letzte einen Ausdruck fiir das Ver- 
haltnis von anaerober zu aerober Aktivitat. 


Tabelle 18. Anaerobe Acceptorversuche mit Fermentlésungen aus Alt. tenuis VII. 


Ferment Qo2 cm? |mg/cem*| Farbstoff ee rele J J/mg — 
Rohextr. 1 2 8,3 Methy- 61 14 SD O38 
17 1 8,3 | lenblau | 126 | 36 2,0 | 0,24f | 0017 
Ammon- 
sulfatf. 82 i 4,1 Desgl. 143 19 4,6 | 1,12 | 0,014 
Rohextr. aly 24 8,3 Indophe- 38 8,5 9,2 | 0,55 we 
17 1 8,3 | nol 54 | 15 4,9 | 0,59f | 9,034 
Ammon- 
sulfatf. 82 1 4.1 . | Desgl. 75 11 7,8 | 1,90- | 0,023 


Das Indophenol wird etwa doppelt so rasch entfarbt wie Methylenblau, 
was wahrscheinlich auf das héhere Redoxpotential (vielleicht auch die 
geringere Toxizitat) des ersteren zuriickgeht. Bemerkenswert ist noch, daB 


bei einer Enzymanreicherung auf etwa das 5fache die as -Werte fir 


den gleichen Farbstoff nur in relativ engen Grenzen schwanken. Diese 
Parallelitiit der Wirkungen spricht sehr fiir die Identitat des bei Sauer- 
stoff- und Farbstoff-Reduktion titigen Ferments. Die Verhaltnisse er- 
weisen sich demnach als ganz ahnlich wie sie friiher bei der Glucose- 
oxydase der Schimmelpilze gefunden worden waren®. 

Weniger einheitlich und zum Teil widerspruchsvoll war das Verhalten 
von Enzymlésungen aus Alt. tenuis VI/1. Immerhin vermochten Roh- 
extrakte regelmiaBig Indophenol, nicht jedoch Methylenblau als Acceptor 


68 St. J. PrzyLEcKt u. R. TRuszKowskt: C. r. Soc. Biol. Paris 98, 789 (1928). 
69 W. FRANKE: Liebigs Ann. 555, 111 (1944). 
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zu verwerten. Tab. 19 zeigt das Ergebnis dreier Versuche mit verschiede- 
nen Extrakten dieses Stammes. 


Tabelle 19. Anaerobe Acceptorversuche mit Rohextrakten aus Alt. tenwis VI/1. 


Hecroel Qo. | cm® |mg/em?| Farbstoff ree aan J J/mg ve 
I 8,4 1 12 | Methy- 31 39 — — = 
II 9,1 1 14 lenblau 94 92 — — — 
Lbjale'%Bedsal 18.5, Desgles vite | 2-906. 1200 selects eslitearis Aedes 
I 8,4 0,5 12 Indophe- 15 10 aaa 0,55 | 0,065 
II 9,1 1 14 nol 25,5 unl 2,4 0,17 | 0,019 
Til 7,6 1 13 Desgl. 12 8 4,2 0,32 | 0,042 


Wahrscheinlich leidet die quantitative Auswertung dieser Entfarbungs- 
versuche unter der hohen Eigenreduktion der Extrakte. 


Uberraschenderweise gelang es nicht, aus diesen Rohextrakten durch Ammon- 
sulfatfallung (°/,)-Sattigung) im THunBerG-Test aktive, gereinigte Ferment- 
lésungen herzustellen, obwohl diese im WarsBurG-Versuch Qo.-Werte von resp. 
45, 48 und 40 lieferten. Methylenblau war auch nach 2 Std in Gegenwart von Sub- 
strat und 1 cm? Enzymlésung noch nicht entfarbt, mit dem Indophenol wurden 
Entfarbungszeiten zwischen 50 und 70 min beobachtet, wobei mit Harnsaiure nur 
wenig kiirzere Zeiten als ohne Substrat erhalten wurden. Wir haben einstweilen 
keine stichhaltige Erklarung fiir diesen merkwiirdigen Befund, halten aber eine 
Schadigung an sich schon labilen Ferments durch die Farbstoffe fiir méglich”, 
Aus auBeren Griinden konnte die Frage bisher nicht weiter verfolgt werden. 

Mit weiteren Farbstoffacceptoren, zumeist solchen tieferen Redox- 
potentials als dem des Methylenblaus, wurden keine positiven Resultate 
erhalten. 


Wir fiihrten eine derartige Versuchsreihe mit gereinigtem Ferment (Ammon- 
sulfatfallung, Qo, 93) aus Alt. tenuis VII bei der Farbstoff-Gesamtkonzentration 
m/10000 durch, die durch die geringe Farbintensitat einzelner Farbstofie (Pyo- 
cyanin, Toluylenblau) bedingt war. Die Einstellung der Farbstoff-Stammlésungen 
erfolgte mit n/100-TiCl, (S. 259). 

Uber das Ergebnis dieser Versuchsreihe orientiert Tab. 20. In der 2. Spalte ist 
das Redoxpotential der Farbstoffe bei py 7 (Eo’) verzeichnet. 


Tabelle 20. Acceptorversuche mit einer Farbstoffreihe (m/10000) und qoretne 
Fermentlisung aus Alt. tenuis VII. 


Farbstoff Eo! to (min) | t (min) 

Pp ey CLLEGE DREN Cerne aes cae 

2,6-Dichlorphenol- Sie rr 0,217 38 12 
Toluylenblau. . . . 0,115 nicht verwendbar, da mit 
chionin® oe eee 0,062 Harnsaure ausfallend 
Methylenblau ...... 0,011 > 600 113 
Byogyedin twit cists — 0,034 34 41 
Indigo-disulfonat . . . . . — 0,125 41 63 
SSAALATIIY eee eee rs Ck — 0,289 > 600 > 600 


7° Bei dem sonst in allen Punkten ahnlichen Ferment aus Asp. fumigatus haben 
wir diese auffallende Erscheinung nicht beobachtet#2. 
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Falls die neuhinzukommenden Farbstoffe nicht aus sekundaren Griinden (Nie- 
derschlagsbildung mit Harnséure) unverwendbar sind, werden sie entweder iiber- 
haupt nicht oder mit Substrat langsamer als ohne dieses entfarbt. 


Soweit das beschrinkte Material eine Aussage erlaubt, kehrt bei der Pilz- 
Uricase offenbar das friiher schon bei der Glucose-oxydase beobachtete 
Verhalten?®: 6° wieder, daB nimlich nur Farbstoffe relativ hohen Redox- 
potentials (etwa herab bis zum Methylenblau”!) als Acceptoren wirksam 
sind’. Wie die Glucose-oxydase der Pilze (und eine Reihe anderer Fer- 
mente®) gehdrt auch die Uricase in die Gruppe der Oxhydrasen oder 
Aerodehydrasen mit betonter, wenn auch nicht ausschlieBlicher 
Acceptorspezifitat zum molekularen Sauerstoff. 

Die Mehrzahl dieser Fermente ist heute bereits als Flavin-Proteide erkannt 
worden’*. Nichts spricht einstweilen gegen die Vermutung, da auch die Uricase 
sich eines Tages als Flavinferment erweisen wird. Vorbedingung des Nachweises 
ist weitere systematische Reinigung, die von uns beabsichtigt ist. 

7. Zur Frage der Reaktionsprodukte der Uricasewirkung. 

Wenngleich die Frage des Reaktionschemismus eingehend erst in 
folgenden Mitteilungen behandelt werden wird*: %, sollen hier doch 
schon einige orientierende Hinweise gegeben werden. 

Von vornherein war ein Unterschied zwischen den Produkten der 
,,Uricase I‘ und der ,,Uricase II‘‘ zu erwarten. Fiir die Wirkung der 
Uricase I war nach den bisher fiir pflanzliches Material vorliegenden 
Literaturangaben (S. 255) in erster Linie an Allantoin als Primar- 
produkt der Uricolyse zu denken. In der Tat gelang es unschwer, in 
Warburg-Ansatzen bei Versuchsende mit der Farbreaktion von FossE 
und Bossvuyt (S. 259) Allantoin qualitativ nachzuweisen. Positive Re- 
aktion wurde u. a. erhalten mit Rohextrakten aus Asp. niger, Asp. fum- 
gatus, Pen. glaucum, Alt. tenuis VI/1, Alt. solani, Alt. porri, Pus. sambu- 
cinum und Stemphylium sp.; negativ fiel die Reaktion allein bei Alt. 
tenuis VII aus. 

AnschlieBend wurde bei einigen Pilzen, nimlich Asp. fumigatus, Fus. 
sambucinum, Alt. tenuis VI/1 und Alt. tenuis VIT, nach bestimmten O,- 
Aufnahmen mittels der im Abschnitt ,,.Methodik‘‘ beschriebenen photo- 
metrischen Verfahren eine annihernd quantitative Bestimmung der je- 
weils noch vorhandenen Harnsdure und des gebildeten Allantoins 
durchgefiihrt. Als Fermentpriparate dienten Ammonsulfatfallungen der 
Rohextrakte, bei Asp. fumigatus durch 2/,-, bei den tibrigen Pilzen durch 
9/,9-Sattigung erhalten. 

71 Von weitgehend gereinigter Glucose-oxydase wurde auch Pyocyanin noch 
verwertet”?. 

72 Das hat zum mindesten bei der Glucose-oxydase keine thermodynamischen 
Ursachen [vgl. H. J. Strecker u. S. Korxes: Nature 168, 913 (1951)]. 

73 Vgl. neueste Zusammenfassung von H. THEoRELL in SuMNER-Myrpicxk: The 
enzymes II, S. 335. New York 1951. 

74 W. Franke u. FE. M. Tana: Chem. Ber. 85, im Druck (1952). 
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In Tab. 21 sind Brutto- und (um die Enzymeigenatmung) korrigierte 
O,-Aufnahme (in mm’), Harnsiureabnahme und Allantoin- 
zunahme (in mg) verzeichnet. Diese Angaben wurden auBerdem in 
Prozente umgerechnet, wobei 100% O, 224 mm? (= 1 Atom O/Harn- 
siiuremolekiil), 100% Harnsiure 3,36 mg und 100% Allantoin 3,16 mg 
entsprechen. (Im Falle von Alt. tenuis VII wird der 100%-Wert der 
O,-Aufnahme natiirlich iiberschritten.) Die (direkt miteinander ver- 
gleichbaren) Prozentwerte sind durch Fettdruck hervorgehoben. 


Tabelle 21. Vergleichende Bestimmung von O,-Aufnahme, Harnsdureschwund und 
Allantoinbildung mit gereinigten Fermentlosungen. 


Harnsiure-| % Harn- | 
Zeit mm* O, ae ea * Allantoin % 
(min) mm* O, korr. % Or Lee ar g eect (mg) | Allantoin 
a) Asp. fumigatus 26 (Qos 52). 
15 68 — 63 28 1.04 31 0,78 25 
30 110 102 46 1,78 47 1,55 49 
90 180 172 77 2,80 83 2,85 | 90 
b) Fus. sambucinum (Qos 75). 
15 51 39 17 0,46 14 0,58 1s 
90 178 142 64 2,86 S5 2,50 79 
180 256 217 97 3,21 96 3,05 97 
c) Alt. tenuis VI/1 (Qos 33). 
15 60 49 22 0,79 | 24 0,93 29 
75 176 149 67 2,42 ° 3 72 2,00 63 
180 255 212 95 3,14 94 3,05 97 
d) Alt. tenuis VII (Qo. 55). 
60 152 142 63 1,50 45 0 0 
120 2a2 207 92 2,40 71 0 0 
180 325 290 (130) 2,90 86 0 0 


Wenn auch die Bestimmungsmethoden fiir Harnsiure und besonders 
Allantoin nicht sonderlich genau sind, so liBt sich doch fiir die 3 an erster 
Stelle stehenden Organismen mit einiger Sicherheit sagen, daB bei Auf- 
nahme eines Sauerstoffatoms ein Molekiil Harnsiure verschwindet und 
offenbar ein Atom Allantoin gebildet wird. Davon abweichend bleibt bei 
Alt. tenuis VII die Harnsiiureabnahme hinter der O,-Aufnahme zuriick 
und Allantoin ist als Reaktionsprodukt nicht nachweisbar, auch nicht 
bei den O,-Aufnahmen unter einem Sauerstoffatom je Harnsiuremolekiil. 

Auch fiir die Falle positiver Allantoinreaktion mu hier noch darauf hin- 
gewiesen werden, dai nach ScHuLER u. Rernpe.” die Farbreaktion von Foss u. 


Bossuyr nicht fiir Allantoin spezifisch ist, sondern auch von Oxyacetylen- 
diurein-carbonsaure (I) und Uroxansaure (II) gegeben wird: 


7° W. Scuuter u. W. Retnpev: Hoppe-Seylers Z, 208, 248 (1932). 
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COOH 
NH—C—NH COOH 
ig By. 
0g $0 (I) H,N—CO—NH—C—NH—CO—NH, (II) 
NH—C—NH COOH 
OH 


Beide Verbindungen, von denen die erste seit langem als Primarstufe der tie- 
rischen Uricolyse angenommen wird’*, treten nach neueren Untersuchungen von 
KLEMPERER™ und PRAEToRIUS’ bei tierischem Ferment auch als Endprodukte 
neben dem Allantoin auf, wobei ihre Menge stark von py und Puffersubstanz ab- 
hangig ist. Da aber beide Sauren zum Unterschied vom Allantoin noch die C-Zahl 
der Harnsaure besitzen, werden Bestimmungen des Respirationsquotienten (evtl. 
auch der NH,-Gruppen), die zur Zeit durchgefiihrt werden, auch beim Pilzfer- 
ment zweifellos eine Entscheidung erlauben. 

Die Farbreaktion von Fossz u. Bossvuyt ist in der iiblichen Ausfiihrungsform 
auch insofern unspezifisch, als sie nicht zwischen Allantoin und Allantoin- 
siure (bzw. Glyoxylsaure) zu unterscheiden gestattet. Diese Unterscheidung wird 
jedoch ermoglicht, wenn man sich allein auf die saure Hydrolyse des Reaktions- 
produkts beschrankt. Derartige Bestimmungen wurden von uns am Ende der in 
Tab. 21 enthaltenen Versuche ausgefiihrt. Die dabei beobachteten minimalen Rot- 
farbungen kénnten Allantoinséuremengen von der GréBenordnung eines Prozents 
entsprechen. Kine Allantoinase kommt in unseren Enzympraparaten also héchstens 
spurenweise vor ’?. 


Von besonderem Interesse war natirlich der Fall der ,,Uricase II‘. 
Wenn bei ihrer Wirkung Allantoin als Zwischenprodukt auch nicht ge- 
faBt werden konnte, so war seine intermediire Bildung doch nicht aus- 
geschlossen, wenn es namlich selbst als Substrat weiterer Oxydation 
dienen konnte. Dies ist nun in der Tat der Fall. Extrakte aus Alt. tenwis 
VII — und einstweilen nur aus diesem Stamm — zeigen die neuartige 
enzymatische Fahigkeit, Allantoin zu oxydieren, und zwar mit einer 
Geschwindigkeit, die etwa 80% von derjenigen der Harnsaéureoxydation 
ausmacht. In der folgenden Tab. 22 geben wir einen derartigen Versuch 
mit einem Rohextrakt aus Alt. tenuis VII(Qo, 12,9) wieder. 


Erwartungsgema8 nimmt Allantoin etwa 1 Atom O je Molekil auf. 

Uber die chemische Natur des Endprodukts lassen sich einst- 
weilen nur Vermutungen d4uBern. Immerhin ist der Kreis der in Betracht 
kommenden Verbindungen begrenzt. Der chemischen Struktur der Harn- 
siure bzw. des Allantoins entsprechend kann die weitere Oxydation sich 


76 W. Scuuter (u. W. Rermnpev): Hoppe-Seylers Z. 208, 237 (1932); 215, 258 
(1933). 

77 FR, W. Kuemrerrer: J. of Biol. Chem. 160, 111 (1945). 

78. Prantorivus: Biochim. et Biophys. Acta 2, 602 (1948). 

79 Auch BRuNEL2 konnte Allantoinase in Asp. niger-Mycel nur nachweisen, wenn 
es auf BERTRANDscher, nicht dagegen, wenn es auf CzapeKscher Nahrlosung ge- 


ziichtet worden war. 
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Tabelle 22. Vergleich der Harnsdure- und der Allantoin-Oxydation durch Rohextrakt 
aus Alt. tenuis VII. 
Normalansatze mit m/250-Harnsaure bzw. Allantoin und 2 cm* (31 mg Trockengew.) 


Enzymlésung. 
Substrat 
ohne Harnsaure Allantoin 
restart 

15 12 100 84 

30 26 170 144 

60 36 228 187 

90 40 245 198 
120 43 268 219 
150 46 296 230 
180 48 326 242 ; 


nur auf die beiden miteinander verbundenen C-Atome beziehen. 3 Még- 


lichkeiten erscheinen denkbar : 

1. Es entstehen unter oxydativer Ringsprengung Oxalsiure und Harn- 
stoff®. 

2. Es entstehen unter oxydativer Abspaltung der Seitenkette Parabansaure 
und Harnstoff. 

3. Es entsteht unter Dehydrierung und Abspaltung von Ammoniak aus der 
Seitenkette Oxonsaure (Allantoxansaure). 


NH, 
COOH 
| 4+ 2C0 
* COOH 
1 NH, 
at NH 
2 
CO CO—NH OC—_NH 
Noo : 0+ CO 


| > 
Hine HK OC—NH. . 
N—CH Phiten rp NH, 
3 


~ HOOC OC—NH\ 
Late CO + NH, 
N=C— NH” 

Die oxydative Bildung von Oxalsiure aus Allantoin ist chemisch 
nicht sonderlich wahrscheinlich. Die viel niiher liegende hy drolytisch- 
oxydative (iiber Glyoxylsiure) kommt wegen des Ausfalls der Allan- 
toinasewirkung nicht in Frage. Die Méglichkeiten 2 und 3 erscheinen 
chemisch ziemlich gleichwertig. Wir sind einstweilen geneigt, die Bildung 
von Oxonsiure fiir den wahrscheinlicheren Reaktionsweg zu halten*. 


8° Entstehung von Oxalsiiure und Harnstoff neben Allantoin haben H. KiErn- 
MANN u. H. Bork [Biochem. Z. 262, 20 (1933)] fiir das Leberferment angegeben. 
Die O,-Aufnahme wurde allerdings nicht gemessen. Unseres Wissens ist es die ein- 
zige Literaturangabe, nach der fiir die tierische Uricolyse ein iiber 1 Atom O je 
Harnsaure-Molekiil hinausgehender 0,-Verbrauch anzunehmen ware. 

* Anmerkung bei der Korrektur: Neuere Bestimmungen des Respirationsquo- 
tienten und der NH,-Bildung bestatigen diese Auffassung. 


Purinoxydierende Fermente aus Schimmelpilzen. 289 


Denn fiir sie ist schon lange bekannt, daB sie — ahnlich wie die anderen 
_ Produkte der Uricolyse (Oxyacetylen-diurein- carbonsdure, Uroxansiure, 
Allantoin) — bei der alkalischen Oxydation von cabs auf rein 
chemischem Wege — sei es mit O, 81: 82, sei es mit KMn0O, *; 83 — leicht 
zu erhalten ist. 

Sollte — was noch exakt nachzuweisen wire — Allantoin tatsichlich 
als Zwischenprodukt bei der ,,Uricase II‘-Wirkung auftreten, dann 
wide sich weiter die Frage erheben, ob die Allantoinoxydation noch in 
den Spezifitatsbereich dieser besonderen Uricase fallt oder aber durch eine 
eigene, mit ,,Uricase I‘ vergesellschaftete Allantoin-oxydase bzw. -aero- 
dehydrase zustande kommt. Im ersteren Fall wiirde es 2 verschiedene 
Pilz-Uricasen unterschiedlicher Spezifitat hinsichtlich des Reaktions- 
produkts geben, wofiir unseres Wissens bei Oxydationsfermenten bisher 
kein Prazedenzfall vorliegt. Andererseits erlaubt das in vorausgehenden 
Abschnitten beigebrachte Material noch keinen sicheren Schlu8 auf eine 
zusammengesetzte Natur der ,,Uricase II“. 

Gewisse Unterschiede zwischen den beiden Uricasetypen waren z. B. auf- 
getreten hinsichtlich der Empfindlichkeit gegen niedere HCN- und NH,OH-Kon- 
zentrationen (S. 278) sowie im Verhalten gegeniiber Farbstoffen (S. 283/4). Ob die 
quantitativen Unterschiede bei der Fallung mit Ammonsulfat, wie sie zwischen 
Asp. fumigatus und Alt. tenuis VII aufgetreten waren (S. 272), sich auf die Species 
oder den Fermenttyp beziehen, bedarf noch gesonderter Untersuchung*. Die Auf- 
klarung der wahren Natur von ,,Uricase II‘ kann wohl nur durch weitere Ferment- 
trennungs- und -reinigungsversuche erzielt werden, die allerdings einstweilen durch 


die Degeneration unseres Alt. tenwis-Stamms VII sehr erschwert sind. Vielleicht 
fiihren geplante Versuche mit Einzellkulturen wieder zu aktivem Mycelmaterial. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fir finanzielle For- 
derung dieser Untersuchung sehr zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 

1. Eine Reihe von Schimmelpilzen der Gattungen Mucor, Aspergillus, 
Penicillium, Fusarium und Alternaria zeigten in CzapEK-Dox-Nahr- 
losung mit Harns4aure als einziger Stickstoffquelle gutes bis sehr gutes 
Wachstum. 

2. Im Gegensatz zu alteren Befunden von BrRuNEL (1939) an Asp. 
niger gelang es, in Mycelpulver und Wasserextrakten zerkleinerten 
Mycels — in den meisten Fallen auch, wenn dieses auf nitrathaltiger 
CzaPpEK-Dox-Lésung geziichtet worden war — eine lésliche Uricase 
nachzuweisen. In den meisten der untersuchten Schimmelpilzarten ist 


81H, Buirz u. R. Ropu: Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 1967 (1920). 

82 W. ScHULER u. W. RernpEL: Hoppe-Seylers Z. 215, 258 (1933). 

83 f, E. Sunpwik: Hoppe-Seylers Z. 20, 335 (1895). 

84 Soweit ein Vergleich der Fermente aus Alt. tenuis VI/1 und Asp. Rance: 
(tiber welch letzteres in der II. Mitteilung eingehend berichtet werden wird) 
méglich ist, ist zwischen ihnen ein Unterschied nicht festzustellen. 
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Uricase als konstitutives Ferment enthalten. In zahlreichen Gattun- 
gen und Arten der Phycomyceten, Ascomyceten und der Fungi imper- 
fecti erwies sie sich als auBerordentlich verbreitet. 

3. Die Uricase-Aktivitaét ist am hdchsten in jungem (2—3tagigem) 
Mycel; 8—10 Tage altes Mycel zeigt fast keine Wirksamkeit mehr. Durch 
Ammonsulfatfallung und Dialyse wurde die Pilz-Uricase bisher maximal 
25fach (bis zu Qo,-Werten von 130) angereichert. Auch lieBen sich durch 
Alkohol-Ather- oder Aceton-Fallung von Mycelextrakten Trocken- 
praiparate von einer gewissen, wenn auch begrenzten Haltbarkeit her- 
stellen. 

4. Von Fermentlésungen der verschiedensten Herkunft wird pro 
Harnsauremolekiil 1 Atom Sauerstoff aufgenommen. Allein das Ferment 
aus einem (agyptischen) Alt. tenuis-Stamm (VII) iibertrug die doppelte 
O,-Menge. Die beiden Fermenttypen werden einstweilen als ,,Uricase I“ 
und _,,Uricase II‘‘ unterschieden. ; 

5. Die Kinetik der beiden Fermenttypen wird an 2 Stémmen von 
Alt. tenuis (VI/1 und VII) naher untersucht. Es zeigen sich keine wesent- 
lichen Unterschiede. Das py-Optimum liegt bei py 7, das Substrat- 
optimum bei m/100, die MicHaE.is-Konstante bei 3 - 10-3 m, das Tem- 
peraturoptimum bei 30°, die ,, Tétungstemperatur“ bei 47°. Das Ferment 
ist im schwach alkalischen, nicht im schwach sauren Gebiet bestandig. 

6. Das Verhalten der Pilz-Uricasen gegen Inhibitoren ist wenig 
charakteristisch. Blausiure hemmt noch am starksten, aber viel schwiacher 
als beim tierischen Ferment; selbst m/100-HCN hemmt erst zu ?/s. 
Auch Narcotica wirken hemmend. Das Hemmungsverhalten spricht eher 
fiir die Dehydrase- als eine (Metall-)Oxydase-Natur der Pilz-Uricase. 

7. In die gleiche Richtung weist die Tatsache, da8 bei Vergiftung der 
in den Enzympraparaten stets vorhandenen Katalase (z. B. mit Hy- 
droxylamin) Hydroperoxyd als Reaktionsprodukt nachgewiesen 
werden kann. Ferner kann der Sauerstoff auch durch einige Acceptor- 
farbstoffe (2,6-Dichlorphenol-indophenol, Methylenblau) unter an- 
aeroben Bedingungen ersetzt werden, was fiir die tierische Uricase bis- 
her nicht mit Sicherheit festgestellt war. Verschiedene andere Farbstoff- _ 
acceptoren (von meist dem Methylenblau unterlegenem Redoxpotential) 
waren wirkungslos. Die Pilz-Uricase gehért wie die frither von FRANKE und 
Mitarbeitern untersuchte sogenannte Glucose-oxydase aus Aspergillus 
und Penicillium in die Gruppe der relativ acceptorspezifischen Aero- 
dehydrasen oder Oxhydrasen. Vielleicht ist auch sie ein Flavin- 
ferment. 

8. Durch die Farbreaktionen von Fottin u. Wu sowie Fosse u. 
Bossuyt wurde fiir ,,Uricase I‘ wahrscheinlich gemacht, da8 pro auf- 
genommenes Sauerstoffatom ein Molekiil Harnsiure verschwindet und 
ein Molekiil Allantoin gebildet wird. Bei ,,Uricase II erfolgt der 
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Harnsaureschwund, bezogen auf die O,-Aufnahme, langsamer und Allan- 
toin ist nicht nachweisbar. Trotzdem kommt es als Zwischenprodukt in 
Frage, da ,,Uricase II‘ im Gegensatz zu ,,Uricase I‘ Allantoin nur wenig 
langsamer als Harnsiure zu oxydieren vermag. Die Frage, ob ,,Uricase II“ 
ein eigenes Ferment oder ein Komplex von ,,Uricase I‘‘ + ,,Allantoin- 
oxydase“ ist, kann noch nicht entschieden werden. 

9. Die mutmaBlichen Reaktionsprodukte der ,,Uricase II**-Wirkung 
werden diskutiert. Es kommen in erster Linie Oxals aure, Paraban- 
saure und Oxonsaure (Allantoxansaure) in Betracht (neben Harnstoff 
bzw. NH;). Aus chemischen Griinden wird Oxonsdure einstweilen als 
wahrscheinlichstes Reaktionsprodukt angesehen. 
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(Aus dem Botanischen Garten der Stadt und dem Botanischen Institut der 
Universitat K6ln.) 


Uber Ursachen des verstarkten Auftretens von 
erdbewohnenden Cyanophyceen. 


Von 
R. KNAPP und H. LIETH. 


(Eingegangen am 25. April 1952.) 


Uber die Griinde, die das Auftreten von erdbewohnenden Cyano- 
phyceen bedingen, ist bisher noch wenig Sicheres bekannt geworden. 


Aus vergleichenden Betrachtungen laBt sich erschlieBen, daB diese Formen — 
wenigstens wahrend ihrer Hauptentwicklungszeit — hohe Luftfeuchtigkeit und 
eine nur verhaltnismaBig selten unterbrochene Durchfeuchtung der Bodenoberflache 
benétigen. Manche von ihnen bevorzugen zudem offensichtlich hohe Nahrsalzkonzen- 
trationen; denn sie treten in der Nahe von Abwasserrinnen, Jauchegruben usw. 
besonders reichlich auf (namentlich Oscillatoria div. spec.). Diese Beobachtungen 
decken sich mit den Untersuchungsergebnissen von EsmMarcu (1914), in denen 
auBerdem eine Vorliebe der Erdcyanophyceen fiir bearbeitete Boden nachgewiesen 
wurde, die wohl auf deren Nahrstoffreichtum zuriickzufiihren ist. 


Beobachtungen iiber Faktoren, die das Auftreten von Cyanophyceen 
begiinstigen, konnten im Verlaufe von eigenen Versuchen gemacht wer- 
den, in welchen die Wirkung ve:schiedener Mineralsalze und Mineralsalz- 
kombinationen auf das Wachstum bestimmter Pflanzenarten und ins- 
besondere auf deren gegenseitige Beeinflussung (Konkurrenz usw.) fest- 
gestellt werden sollte. 


Die VersuchsgefaBe (113 cm? Oberfliche, etwa 750 cm? Boden-Inhalt) wurden 
am 24. 4.1951 mit Rasenboden gefiillt. Dieser bestand aus dunkel braun-grauem, 
durchwurzeltem, gut gekriimeltem, feinsandigem Lehm mit 3% Skelett-Anteilen 
(Grobkies) und 5,45% Humusgehalt. Bei Beginn des Versuches besa er eine 
Bodenreaktion (py) von 6,9 in Wasser (6,7 in KCl). Im Laktatauszug (nach Ean&r, 
pu 3,7) konnten 18,5 mg P,O; je 100 g Boden (lufttrocken) ermittelt werden. Im 
waBrigen Bodenextrakt waren jedoch nur 2,75 mg P,O, je 100 g Boden nachzu-’ 
weisen. Die Phosphorsaiure war also offensichtlich ziemlich fest im Boden bei der 
diesem eigenen Reaktion gebunden. Die Versuchsgefaife standen in einem mit 

slasfenstern iiberdeckten, gut beliifteten Anzuchtkasten. Durch haufiges Wassern 

wurde erreicht, daf die Durchfeuchtung der Bodenoberfliche héchstens kurz- 
fristig unterbrochen war. Die Warmeverhiltnisse im Anzuchtkasten diirften dank 
der guten Durchliiftung weitgehend den AuBentemperaturen entsprochen haben. 
Kinem Teil der VersuchsgefaiBe wurden am 7.6., 21.6., 28.6.und 6.7. bestimmte Men- 
gen Ammoniumnitrat, Calciumphosphat und Kaliumchlorid zugegeben (genaue 
Mengenangaben in Tab. 1; die Zahlen in ihrer Uberschrift bezeichnen die Gaben je 
VersuchsgefiB). Unmittelbar nach der Einfiillung des Rasenbodens wurden in 
die VersuchsgefaiBe Bliitenpflanzen eingesit (Lolium perenne, Festuca rubra und 
Trifolium repens in Reinsaat und miteinander gemischt). 
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Vom Zeitpunkt der Einfiillung des Bodens und der dieser unmittelbar fol- 

_ genden Einsaat an konntensich die Algenungestért entwickeln. Zur Zeit der 
hier mitgeteilten Ausbreitung der Cyanophyceen waren die Topfe mit Aus- 
nahme der nicht mit Ammoniumnitrat behandelten, ausschlieBlich mit Loli- 
um perenne und Festuca rubra besten GefaBe (hier nur 12—40% Deckungs- 
anteile) von einem meist mehr als 70% der Fliche bedeckenden, oft dicht 
schlieBenden Rasen aus den genannten Grasarten und Wei®klee bedeckt. 

Nach einigen Wochen zeigte sich ein sehr unterschiedliches Auftreten 
von Cyanophyceen in den einzelnen VersuchsgefiBen. Tab. 1 zeigt, 
welche Flachenanteile der Versuchsgefife auf Grund einer makrosko- 
pischen Bestimmung von Cyanophyceen-Kolonien bedeckt waren und 
wieviel Prozent des Bodens von den Grisern und Trifolium repens be- 
deckt wurde. Jeder mitgeteilte Wert griindet sich auf Untersuchungen 
an 3 gleichbehandelten GeféiBen (Durchschnittswerte am 8., 12. und 
23. Juli). Eine reiche Entwicklung von Cyanophyceen trat nur auf den 
GefaiBen auf, die Caleiumphosphat und Kaliumchlorid erhielten; von 
den so behandelten Topfen waren nur diejenigen weitgehendst frei von 
Cyanophyceen, die alle 3 Arten von Bliitenpflanzen trugen (also gleich- 
zeitig Lolium perenne, Festuca rubra und Trifolium repens). Bei AusschluB 
dieser letzgenannten Bliitenpflanzenkombination ergibt sich somit, dap bei 
den mit Calciumphosphat und Kaliumchlorid behandelten VersuchsgefaBen 
im Durchschnitt 37,6% der Bodenoberfliche mit Cyanophyceen bedeckt ist, 
wihrend in den nicht mit diesen Salzen behandelten GefaBen dieser Wert nur 
0,66% betragt. Das Auftreten ist also im ersten Falle im Durchschnitt mehr 
als 50mal so stark. 

Unterschiedliche Ammoniumnitratgabe bedingte dagegen keine ver- 
schiedene Ausbreitung der Cyanophyceen. Selbst der durch verstarkte 
Stickstoffgabe bewirkte dichtere Wuchs der Bliitenpflanzen hemmte die 
Massenausbreitung der Blaualgen nicht. Hierdurch wird die groBe In- 
differenz der Cyanophyceen gegeniiber unterschiedlicher Lichtversorgung 
(Borgescu 1913, ScuHinpLER 1913, Harper 1917, 1923, ZIMMERMANN 
1928, GurrteR 1928) erneut veranschaulicht. Diese Indifferenz wird 
wohl durch die Méglichkeit heterotropher Lebensweise im Dunkeln er- 
moglicht. Aus der gleichen Unempfindlichkeit gegentiber starker Be- 
schattung und aus dem mangelnden Einfluf8 verbesserter Stickstoff- 
yersorgung diirfte es zu erkliren sein, daB die Werte der von den Cyano- 
phyceen bedeckten Flachen bei den mit dem stark schattenden und 
stickstoff-anreichernden WeiBklee und Klee-Gras-Gemischen besaten 
Tépfen nicht wesentlich von denen differieren, die in den Versuchs- 
gefiBen mit den viel lichtdurchlassigeren reinen Gramineenbestanden 
gefunden wurden. Es kann also der SchluS gezogen werden, dap anorga- 
nische Stickstoffverbindungen fiir das Auftreten mancher erdbewohnender 
Oyanophyceen von keiner gropen Bedeutung sind. 


9 
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Voraussetzung fiir die Entwicklung der Cyanophyceen diirfte allerdings ein 
gewisser minimaler Stickstoffgehalt des Substrates sein. Denn wie die Versuche 
von PRINGSHEIM (1913) nachwiesen, ist der Stickstoffbedarf der Cyanophyceen 
relativ héher als der nach den anderen Grundnahrstoffen. Das zeigt auch die von 
Harper (1917) verwendete Nahrlésung. Jedoch besitzen die Cyanophyceen offen- 
bar ein sehr groBes Aneignungsvermégen fiir Stickstoff und kénnen vor allem auch 
in hdherem MaBe als die meisten anderen Pflanzen organisch gebundenen Stick- 
stoff verwerten. Nach Ricurer (1911) und PrrnesHEr™ (1913) gehG6ren sie zu den 
wenigen Pflanzen, welche ihren gesamten Stickstoffbedarf aus Agar-Agar bestreiten 
koénnen. Neuerdings wird sogar wieder eine Assimilation von atmospharischem 
Stickstoff angenommen (WINTER 1935, DE 1939, vgl. auch ALLEN 1952), eine 
Hypothese, die am Ende des vorigen und am Anfang dieses Jahrhunderts domi- 
nierte (z.B. Pranti 1889, Kocu und KossowitscH 1893, BrIyERINCK 1901, 
JAMIESON 1907). 


Tabelle 1. Prozentuale Flichenbedeckung der Versuchsgefafoberflaiche mit 
Bliitenpflanzen ( Blpfl.) und Cyanophyceen (Cyanoph.). 


i ae , as 
Ls ee ‘ 3s a = se | a 
fe SER GNC REE 4/& ie Bipfl.-Einsaat und Salzgaben | A 
= Ale |A Aa | & 
S <) 
1.| Loliwm perenne— .. . | 33) —] 25.| Lolium + Trifolium — . | 99 | — 
2 e pete Nites gee OL ot, < ad Nl {100 | 3 
3 fe SeATINE, 98} —] 27. N2 {100 | — 
4 PA rpade il 22) 65] 28. PK |100] 51 
5 : 3 UNIPK? 2°) 92/50 ]'29: <4 3 NIEPK «5100 72a 
6 33 »» N2PK . |100) 18} 30. SS oo we N2PK yy) 100s 
7.| Festuca rubra —.. . | 16] —] 31.| Festuca + Trifolium — . |100] 5 
8 a Ad NI... | 35] —] 32. ¥ * NL... | 92 p53 
9 a ss N2 99} 2] 33. x : N2 98 | — 
10 : Fr PK 13] 39] 34. y PK. | 100 | 37 
11 * 3 NIPK. . | 37| 26] 365. A » NIPK . |100 | 18 
12; s 33 N2PK . | 98] 78] 36. af 99 N2PK~ .}100 112 
13.| Trifolium repens —. . . {100} 2] 37.| Lolium + Festuca + 
14. ¥ set Nee ont LOO! wk Trifolium — . | 74] 1 
15. a » N2. . | 100): —]' 38. dto. NI 4h AE OO 
16. i bt aks FS. 1 100)84.0)}- 39% dto. N2 . . |100 | — 
1.3 io » NIPK . {100} 47] 40. dto. BK ospeat TS eR 
18. * sree Kees LOO S211 34.1) dto. NIPK /|100/] 5 
19.| Festuca + Lolium — . . | 22) —J] 42. dto. N2PK {100} — 
20 a a EW 59} — 
21. . Nass 98} — 
22. i wl Pes 19} 63 
23. Ye 3 ENIPIC Tilikay tn 
24. -¥ NSP K «100s 
NI = 40,085 g NH,NO,; PK = 40,14 g Ca,(PO,), und 40,095 g KCI. 
N2 = 40,34 gNH,NO, — = keine Salzgabe 


Von groBer Bedeutung ist nach unseren Versuchen fiir die Massen- 
ausbreitung einiger erdbewohnender Cyanophyceen ein Uberschu8 an 
Phosphorséiure- und Kalium-Verbindungen, eventuell auch der mit 
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diesen zusammen gegebenen Stoffe (Chlor und Calcium). Das Fehlen von 
grofen Kolonien von Cyanophyceen auf zwar mit Kalium und Phosphor- 
sdure behandelten, jedoch zugleich 3 Arten von Bliitenpflanzen tragenden 
VersuchsgefaBen kénnte daraus zu erklaren sein, da8 durch den viel- 
Seitiger zusammengesetzten Pflanzenbestand eine bessere Ausnutzung 
der Nahrstoffe durch die Klee-Gras- Gesellschaft vorliegt und daher nicht 
mehr der zum guten Gedeihen der Cyanophyceen notwendige Nahrsalz- 
tiberschu8B vorhanden ist. 

In einem Drittel der VersuchsgefaSie wurde eine Analyse der Mikro- 
flora der Bodenoberfliche vorgenommen. Das Vorkommen der am haufig- 
sten gefundenen Arten ist in Tab. 2 mitgeteilt. Die Zahlen bezeichnen 
Bedeckungsgrade nach der von BRAUN-BLANQUET (1928) angegebenen 
und von Kwapp (1948/49) erginzten Skala. 

Infolge der mikroskopischen Untersuchung konnten auch Einzelvor- 
kommen von Algen beriicksichtigt werden, die in Tab. 1 nicht in Er- 
scheinung treten, da sie makroskopisch unsichtbar bleiben!. In weniger 
als 5 VersuchsgefaS8en wurden auBerdem noch folgende Cyanophyceen 
gefunden: Aphanocapsa Grevillei (Hass.) RaBu.; Oscillatoria limosa 
Ki7z.; Oscillatoria Annae vAN Goor: Synechococcus elongatus NAEGELI. 

Desgleichen wurden mit geringerer RegelmaBigkeit einige Diatomeen 
beobachtet, die mit denen von Herrn Dr. HustEept gefundenen Arten in 
folgender Liste vereinigt sind: 


Achnanthes coarctata BREB. Nitzschia amphibia GRun. 

c. lanceolata BREB. PY communis RABH. 

# minutissima KUTz. Ad debilis ARN. 
Amphora montana KRASSKE © By perminuta GRUN. 
Diatoma vulgare Bory Fr stagnorum RaABH. 
Gomphonema parvulum Kurz. Pinnularia borealis E. 
Hantzschia amphioxys (E.) GRUN. . microstauron var. 
Navicula contenta f. biceps ARN. Brebissonii (KtTz.) Hust. 

4 hungarica var. capitata Pinnularia obscura KRASSKE 
(E.) Cu. of stomatophora GRUN. 
insociabilis KRASSKE Surirella ovata KUTz. 


mutica var. nivalis (E.) Hust. Synedra ulna (NivzscH) EHR. 
tantula Hust. 


Aus der Tab. 2 ergibt sich, daB eine deutliche Bevorzugung der mit 
Kaliumchlorid und Calciumphosphat behandelten Topfe nur bei den 
beiden am reichlichsten auftretenden Algenformen, Nostoc sphaericum 
und Cylindrospermum licheniforme, zu beobachten war. Aber auch diese 
beiden Formen traten ebenso wie die iibrigen in der Tabelle genannten 


1 Die Diatomeen wurden von Dr. F. Hustepr, Plon, revidiert. [hm sei auch an 


dieser Stelle vielmals fiir diese Bearbeitung gedankt. 
20* 
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Algen in geringerer Menge in den nicht mit Kalium- und Phosphorsiure~ 
verbindungen behandelten GefaiBen auf. 

Die Keime der Algen sind vermutlich gréBtenteils mit dem GieB- 
wasser, das einem Sammelbehalter entnommen wurde, auf die Tépfe ge- 
langt. Denn eine Untersuchung der Algenflora des Wassers dieses Sam- 
melbehilters ergab, da% die meisten in der Tab. 2 genannten Arten dort 


I 


Tabelle 2. Mikroflora der Bodenoberfliche von Versuchsgefifen. 5 = 75—100%, 4 = 50— 


als 5%, + = wenig,r = 1s 
Lolium perenne Festuca rubra Trifolium repen 
| N1 | N2 N1| N2 N 
N1 | N2| PK | PK | PK N1 | N2| PK| PK | PK N1 | N2| PK|P) 
a a a eS 
Cyanophyceae: 
Nostoc sphaericum { 
VAUCH.. . 22 ee + ‘oye We Bi | 3 a 2);1)+ 1 [3 
Cylindrospermum liche- : 
forme (Bory) Ktrz. ra ae aL! 2 1 1 3 | 2 
Oscillatoria brevis Kirz. Ly al ed dol |e | 2 +/)+)1 ] 
Symploca dubia 
(NAEGELI) GOMONT. . +/r]/+ ee ol +4 
Chroococcus varius j 
A. BRAUN... «trie St ree ee a | t atl + r + |4 
Diatomeae: 
EHunotia pectinalis 
(Kirz.) RABENH. rj+/;+/4+]r +/+ |+| + +/r{+)r 
| | 
Navicula cryptocephala } 
KUTze . 5. ee SB i }+)r +/r}/}+] _ r 
Navicula mutica Kivrz. THs Wiad ak rior). +lor it r + 1% 
Navicula cincta ; 
(E.) Kivrz. : 


vorhanden waren. 


Von den Cyanophyceen, insbesondere von Nostoc 


sphaericum und Cylindrospermum licheniforme, konnten also zwar durch- 
aus auf alle Topfe Thalli bzw. Vermehrungsorgane gelangen, diese fanden. 
jedoch nur auf den mit Calciumphosphat und Kaliumchlorid behandelten, 
Topfen geniigend giinstige Bedingungen fiir eine kriftige Ausbreitung. 
Zur weiteren Untersuchung wurden noch kleine Teile von Kolonien 
von Cyanophyceen aus den Versuchstépfen auf sterilisierten Rasenboden 
in Petrischalen geimpft. Der Rasenboden entstammte der gleichen Stelle 
wie der der Versuchst6pfe. Diesem Boden wurde in verschiedener Menge 
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Kaliumchlorid oder Calciumphosphat zugesetzt. Die Versuche sind noch 
im Gange. Schon jetzt zeigt sich jedoch, daB sich Nostoc und Cylindro- 
spermum in den. Petrischalen, bei denen kein Kaliumchlorid und Calcium- 
phosphat zugesetzt war, nicht schlechter entwickeln als dort, wo diese 
Salze zugegeben wurden. Hieraus kénnte man folgern, daB erst dann die 
Nahrsalze in den verwendeten Béden in so geringer Menge vorliegen, daB 


'S—50%, 2 = 5—25% der Untersuchungsflache bedeckend, 1 = reichlich, aber weniger 


n, Deckungswert auBerst gering. 


olium + Festuca Lolium + Trifolium Festuca + Trifolium 


Festuca + Lolium + 


| Trifolium 
v1 | N2|PK na me — |N1| N2/PK le ae — | N1/ N2/)PK me oe — | N1| N2|PK pr ae 
m 2 QOL r DUT ro LAPSE ley atl leila. i 1 4 
l ales lck ri 1 2)2)2\)+4 i 
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sich die vorgefundenen Cyanophyceen nicht mehr gut entwickeln kénnen, 
wenn sie dem Boden zu einem groBen Teil durch gleichzeitig dort wach- 
sende Bliitenpflanzen entzogen werden. Ist jedoch die Konkurrenz durch 
Gramineen und Trifolium repens ausgeschaltet, reicht die dem Boden 
eigene Nahrsalzkonzentration fiir eine giinstige Entwicklung der Blau- 
algen aus. Allerdings wurde die Entwicklung der Cyanophyceen in den 
Petrischalen auch durch noch gleichmaGiyere Durchfeuchtung der 
Bodenoberflache und vielleicht auch durch die starkere Beleuchtung 


begiinstigt. 


298 R. Knapp und H. Lireta: 


Die Versuchsreihen scheinen daher geeignet zu sein, zu zeigen, daf die | 
optimale Ausbreitungsfahigheit einiger erdbewohnender Nostocaceen in. 
starkem Mae von der Konkurrenz gleichzeitig mit ihnen am gleichen | 
Orte wachsender Pflanzen abhingig ist. Es handelt sich hierbei offenbar ' 
nicht um eine Raum-, sondern um eine Néhrstoff-Konkurrenz. Bei den | 
hier angewandten Boden und Versuchsbedingungen sind die Cyano- 
phyceen Nostoc sphaericum und Cylindrospermum licheniforme 

a) unbeschrankt ausbreitungsfahig bei Ausschaltung jeder Konkurrenz 
durch héhere Pflanzen, 

b) nur unter Zusatz von Kaliumchlorid und Calciwmphosphat optimal 
ausbreitungsfdhig bei Anwesenheit von Klee- und Grasbestinden, die aus 
1—2 Arten zusammengesetzt sind, 

c) iiberhaupt nicht optimal ausbreitungsfahig bei gleichzeitigem Auf- 
wachsen einer vielseitiger zusammengesetzten Rasengesellschaft (in 
unserer Versuchsreihe 3 Arten). 


Zusammenfassung. 

1. In VersuchsgefaiBen, die mit Loliwm perenne, Festuca rubra oder 
Trifolium repens, bzw. mit Kombinationen dieser Arten besat waren, 
wurde ein sehr starkes Auftreten von Cyanophyceen fast stets beob- 
achtet, wenn diese mit Calcitumphosphat und zugleich mit Kalium- 
chlorid behandelt wurden. 


2. Verstiirkte Entwicklung der Cyanophyceen trat dagegen nicht in 
Erscheinung, wenn gleichzeitig alle 3 genannten Angiospermen-Arten in 
den Topfen heranwuchsen. Vermutlich ist dann die Ausnutzung der 
Nihrstoffe durch die Kleegras-Gesellschaft so intensiv, daB die Cyano- 
phyceen nicht den fiir ihr Gedeihen notwendigen UberschuB vorfinden. 


3. Eine Analyse der Mikroflora der Bodenoberfliche in den Versuchs- 
gefaBen ergab 9 Cyanophyceen- und 26 Diatomeen-Arten. Starke Massen- 
ausbreitung zeigten im wesentlichen jedoch nur Nostoc sphaericum und 
Cylindrospermum licheniforme. Das allgemeine Auftreten dieser beiden 
Algen in geringen, makroskopisch nicht erfaBbaren Mengen zeigt, daB 
von ihnen Thalli und Vermehrungsorgane auf alle VersuchsgefaBe ge- 
langen konnten. 

4. Bei Ausschaltung der Konkurrenz von Griisern und Klee-Arten in 
einer weiteren Versuchsserie zeigte sich keine Begiinstigung der Aus- 
breitung dieser Cyanophyceen auf den mit Kaliumchlorid und Caleium- 
phosphat behandelten Schalen. Die Ausbreitung ist iiberall gleichmaBig 
gunstig. Hier geniigt also offenbar bereits die dem Boden eigene Nahr- 
salzkonzentration zum optimalen Gedeihen der beiden Nostocaceen. 

5. Die Ausbreitungsméglichkeit von Nostoc sphaericum und Cylindro- 
spermum licheniforme ist unter den angewandten Versuchsbedingungen 
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also in sehr starkem MaBe von der Konkurrenz anderer Arten abhangig, 
die gleichzeitig in denselben Versuchsgefaifen wachsen. 
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(Aus dem Zoologischen Institut Miinchen, Abteilung: Paul Buchner-Institut fir 
Experimentelle Symbioseforschung.) 


B-Vitamine und Aminosdiuren als Wachstumsstimulanten 
bei Paramaecium caudatum (Ehrbg.)*. 
Von 
GEORG KREITMAIER. 
Mit 18 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 30. Marz 1952.) 


Die experimentelle Symbioseforschung beschaftigt sich besonders seit 
den Untersuchungen von Kocu an Sitodrepa panicea (Literatur bei Koc# 
1951) mit den Problemen des Wachstums und dessen Beeinflussung durch 
Mikroorganismen, Naturstoffe und synthetische Substanzen. Der wasser- 
losliche Vitamin B-Komplex fand wegen seines Reichtums an wachs- 
tumsanregenden Stoffen auch hier eingehende Betrachtung. Relativ 
wenig bekannt ist jedoch gerade die quantitative Wirkung seiner ein- 
zelnen Teilkomponenten sowie ihr Verhalten in Gegenwart bestimmter 
Aminosauren. 

Das Ziel der nachstehenden Untersuchungen ist, einmal bei Protozoen 
mit Hilfe eines Schnelltestes diese Fragen etwas zu kliren. Nach einer 
Reihe von Vorversuchen wurde schlieBlich Paramaecium caudatum Ehrbg. 
als einigermaBen zuverlissiges und leicht zu handhabendes Testobjekt 
ausgewahlt. Die Untersuchungsmethode selbst beschrinkt sich auf die 
Beeinflussung der Vermehrungsrate durch verschiedene Wuchsstoff- 
konzentrate. Im Anschlu8 an bekannte Substanzen wurden noch einige 
natiirliche tierische und pflanzliche Extrakte als Vergleichsmaterial 
untersucht. 


I. Material und Methode. 
1. Das Kulturmedium und die Zusatzsto}fe. 


Als Kulturfliissigkeit diente sterile 0,01%ige Knopsche Lésung mit Zusatz von 
FeCl, nach der bei B&Lar (1928, 8.747) angegebenen Vorschrift. Ihr py-Wert 
betrug 6,73, gemessen mit einem Ionometer nach LAUTENSCHLAGER mit Chinhydron- 
elektrode. Ein Zusatz von Bakterien als Futter erfolgte nicht. Das von B&LaR 
(S. 755) genannte Bacterium fluorescens bildet Bacteriofluorescin, dessen toxische 
Wirkung auf das Testobjekt den Verlauf der Untersuchungen gefahrden kann (vgl. 
dazu Befund bei Conpopa, Kipprr und Stuart, 1939). Fir meinen Schnelltest 
geniigte jene geringe Bakterienmenge, welche durch den Arbeitsgang selbst in die 
Kulturschalen (Uhrschiilchen 4 cm Durchmesser) hineingeriet. Uber die Behand- 
lung dieser Glasgerate vgl. B&iar (1928, S. 741). 


1 Gekiirzte Dissertation der Naturwissenschaftl. Fakultat der Universitat 
Miinchen 1950. 
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Obgleich Knoplésung hemmend auf das Bakterienwachstum wirkt 
(BéiaR), wird durch Zusatz der Wuchsstoffe oft nachtriiglich eine un- 
erwiinschte Bakterienvermehrung erzielt. Die Beeinflussung der Ver- 
suchsobjekte durch dieses verstarkte Nahrungsangebot soll spater noch 
einmal eingehender erértert werden. 


Der 0,01% igen Knop-Lésung (Grundmedium) wurden bestimmte Wuchsstoffe 
in genau abgewogenen Mengen (10 bzw. 1 mg) beigefiigt und durch Verdiinnen im 
Verhaltnis 1:9 die einzelnen Konzentrationsstufen hergestellt. Bei leichtléslichen 
Substanzen diirften die Mengenangaben weitgehend mit der tatsachlichen Wuchs- 
stoffmenge iibereinstimmen, bei schwerléslichen nur als Annaherungswerte zu 
betrachten sein. Zur Vermeidung unerwiinschter Verainderungen sind diese Wuchs- 
en mdoglichst erst’ vor Gebrauch anzusetzen und im Dunkeln aufzube- 
wahren. 


_ Nachstehend eine Ubersicht tiber die verwendeten Zusatzstoffe und ihre Her- 
kunft: 


Abkiirzung: Genaue Bezeichnung: Herkunft: 

B,. . . . . . Aneurinhydrochlorid Hoffmann-La Roche 
Bs 4 tae. “citi. Beflavin Hoffmann-La Roche 
B,. . . . . . Aderminhydrochlorid Hoffmann-La Roche 
Nsa,. . . . . Nicotinsiureamid Hoffmann-La Roche 
Fols.... . . . Folsadure, synth. Kali Chemie 
Biot... . . . d-Biotin Hoffmann-La Roche 
Beas. 62). 1. B,,-Losung Merck, Rahway, N. J. USA. 
By, in Kz . B,,.-Konzentrat Uvocal, Hamburg 
Pas). . pantothensaures Ca Hoffmann-La Roche 
Ab. . p-Aminobenzoesaure Hoffmann-La Roche 
Inos.. . . . . Reininosit Hoffmann-La Roche 
Chol... . . Cholinchlorid Merck 

Arg... . . . Argininchlorid unbekannt 

Asp... . . . |Asparagin Schuchardt 

Ape aebyciax § -Alanin Pharmazell, Raubling 
Cy. ... . . 1-Cysteinhydrochlorid Schuchardt 

Gs. . . . . . 1}Glutaminsaure Merck 

Hi. ... . . |-Histidinmonochlorhydrat Hoffmann-La Roche 
Gn... . . . . Glutathion Pharmazell, Raubling 


Cac aiact a... Casein Merck 


2. Der Arbeitsgang und die Testauswertung. 


Die gegenwartig tiblichen Arbeitsmethoden zur Priifung des Vitaminbedarfes 
und der Wirkung spezifischer Wuchsstoffe bei Protozoen sind bei Hatt (1943) 
eingehend beschrieben. Ich habe bei meinem Schnelltest, der nur die unterschied- 
lichen Vermehrungsraten festlegen sollte, Hinzellkulturen verwendet, um eine 
wesentlich genauere Kontrolle zu ermdéglichen. Die Protozoen wurden dabei mit 
Hilfe einer feinen Pipette aus der Rohkultur entnommen, durch mebrmaliges 
Waschen in steriler Knop-Losung gereinigt und in diesem Grundmedium 2—3 Tage 
isoliert. Diese ,,Wartezeit’’ hatte den Zweck, die verschiedenen physiologischen 
Justande der Einzelindividuen etwas auszugleichen. Eine langere Ausdehnung 
dieser ,,Hungerkur‘ sollte jedoch vermieden werden. 

Hierauf wurden 10 gereinigte und bezifierte Uhrschalchen mit je 0,5 cm® der 
entsprechenden Kulturflissigkeit versehen und immer je ein Versuchstier beigefiigt. 
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Gleichlaufend mit den verschiedenen Konzentrationsstufen in Zehnerreihen waren 
10 Einzellkulturen ohne Wuchsstoffzusatz (Kontrolle) vorbereitet worden. Eine 
nachtragliche Kontrolle unter dem Binokular war zur Vermeidung von Ubertra- 
gungsfehlern erforderlich. Die Aufbewahrung der mit Glasscheiben bedeckten 
KulturgefaBe geschah in einem Thermostaten bei Dunkelheit und der relativ nie- 
deren Temperatur von 20—23° C, welche sowohl die Vermehrung der Testobjekte 
als auch das Bakterienwachstum bei hochaktiven Wuchsstoffen in ertraglichen 
Grenzen halten sollte. Durch tagliche Kontrolle und Auszahlen der Individuen 
(Binokular) lieBen sich die unterschiedlichen Vermehrungsraten feststellen. Die 
Versuchsdauer selbst wurde auf 4 Tage einschlieBlich Versuchsbeginn begrenzt. 


II. Versuchsteil. 


1. Einzelwirkung der B-Vitamine und Aminosduren. 

Bei den nachstehenden Untersuchungen wurden naturgema8 nur jene Teil- 
faktoren des B-Komplexes beriicksichtigt, deren Existenz geniigend gesichert er- 
scheint, wie B,, B, und B,, Nicotinsiureamid, Folsdure, d-Biotin, p-Aminobenzoe- 
siure, Pantothensaure, B,, (rein und als Konzentrat) sowie die ,,Nebenvitamine 
Inosit und Cholin. Auch bei den Aminosaiuren wurde eine Auswahl getroffen, die 
zum Teil durch die Materialknappheit der vergangenen Jahre bedingt war. 

Das Verhalten der Testobjekte sowohl in Knoprscher Kontrollésung (KNop 
0,01%) als auch nach Zugabe verschieden groBer Wuchsstoffmengen ist aus Abb. 1 
bis 9 ersichtlich und im Text noch naher erlautert. Die Konzentrationsangaben 
sind auf der Abszisse abgetragen (Milligramm Wuchsstoff in 1 em? Knop 0,01%); 
auf der Ordinate stehen die nach 72 Std erreichten Individuenzahlen. Die erzielten 
Werte in der Kontrollésung ohne Wuchsstoftzusatz sind durch einen waagerechten 
Strich mit der Bezeichnung ,,KNop 0,01 °/,‘* gekennzeichnet. 

So zeigt z. B. Abb. le die Abhingigkeit der Thiaminwirkung von der 
Konzentration des Wuchsstoffes im Kulturmedium. Dabei konnten alle 
von mir beniitzten Dosen B, (0,1—100 y/em) zuniichst eine erhdhte 
Wirkung gegeniiber der Kontrolle aufweisen. Nach 48 Std anderte sich 
dieses Verhiltnis grundlegend. Wihrend sich in 0,1 und 1 y/em? auch 
weiterhin ein stetiges Ansteigen der Individuenzahl zeigte, trat bei 10 und 
100 y/em’ B, Hemmung ein. Diese Wachstumshemmung durch gr6fere 
Thiaminmengen hat bereits ScHOPFER (1935, zit. nach RUDOLPH 1948) bei 
pflanzlichen Mikroorganismen beschrieben. Eine Erhéhung der Dosis auf 
1000 y/em* B, hatte in jedem Falle den Tod der Versuchstiere zur Folge. 
Die Zeitdauer bis zum Eintritt des Todes war individuell verschieden, sie 
schwankte zwischen einigen Sekunden bis zu mehreren Minuten. 

Kin Parallelversuch bei héherer Temperatur (bis 26° C) lieB auBerdem 
erkennen, daB auch die optimale B,-Menge bei Temperaturerhéhung eine 
groBere sein diirfte (I—10 y/cm® statt 0,1—1 y/cm? wie beim ersten Ver- 
such). Auch dieser Befund scheint nicht ungewodhnlich zu sein, entspricht 
vielmehr unseren Kenntnissen tiber den Vitamin B,-Bedarf im allgemeinen, 
welche u. a. besagen, daB eine vermehrte Intensitiat des Stoffwechsels in- 
folge erhéhter Temperatur zugleich das Vitamin B,-,,Bediirfnis‘‘ erhdht. 

Auf eine recht unterschiedliche Wirkung der Maximaldosen B, und B, 
deuteten die Ergebnisse mit 10 bzw. 100 y/cm® B, hin (Abb. 2). 100 y/em$ 
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waren in jedem Falle letal, 10 y/cm’ B, bereits so stark wachstumshem- 
mend, dafS gegeniiber der Kontrolle ohne Wuchsstoffzusatz tberhaupt 
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kein Unterschied zu bemerken war. Eine Uberdosierung diirfte also 
gerade bei B, recht nachteilig sein. Auch Kocu (1951) weist bei seinem 
ganz anderen Testobjekt T'ribolium confusum Duv. auf die Gefahren 
einer B,-Uberdosierung hin. Weniger gefahrlich scheint eine Uber- 
dosierung bei B, zu sein (Abb. 2). Wenn auch hier 100 y/em® letal waren, 
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Abb. 2. Vitamin B,, Vitamin B, und Folsiure. 


so zeigten doch 10 y/em? B, eine viel giinstigere, in diesem Falle sogar 
optimale Wirkung. Von Wichtigkeit diirfte ferner sein, daB die Minimal- 
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Abb. 3. Pantothensaures Calcium und 
Nicotinsiiureamid, 
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dosis (0,1 y/em$ B,) in den ersten 
48 Versuchsstunden eine gréBere 
Vermehrungsziffer erzielte als alle 
h6heren Dosen, die aber in den 
nachsten 24 Std dafiir diesen Vor- 
sprung wieder einholten. 

Soweit iiber das Verhalten der 
Protozoenin Gegenwart von Nico- 
tinsaure etwas bekannt ist, teilen 
sich hier die Ansichten. Besonders 
LILLy machte mit Nicotinsaure bei 
Stylonychia pustulata keine guten 
Erfahrungen, waihrend Hai mit 
B,, B, und Nicotinsaéure Erfolge 
aufzuweisen hatte (vgl.HaL11943, 
dort weitere Literatur). Meines 
Erachtens diirfte die Aciditit der 
freien Saure fiir Littys Miferfolg 


ausschlaggebend gewesen sein, lie sich doch das Amid bei Paramaecium 
noch in einer Konzentration von 100 y/em3 (Abb. 3) verwenden. Kleinere 
Mengen des Amides beeinfluBten die Vermehrung der Testobjekte freilich 
gunstiger. Auch pantothensaures Ca (Abb. 3) war in héherer Konzen- 
tration noch vertriglicher als B,, B, und Bg. Selbst die relativ sehr hohe 
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Dosis 1000 y/em3 war noch nicht letal. Diese Uberkonzentration an pan- 
tothensaurem Ca wirkte selbstverstindlich nicht mehr vermehrungs- 
fordernd, Teilung der Testobjekte wurde in all diesen Fallen wihrend der 
ganzen Versuchsdauer nicht mehr beobachtet. 


- Folséure (Abb. 2) und p-Aminobenzoesiiure (Abb. 8) muBten bei 
Paramaecium dagegen schon wieder niedriger dosiert werden. 0,1 und 
1 y/cm® Fols. wirkten sehr giinstig und auch 0,01 y/em® Fols. ergab noch 
eine kleine Vermehrungssteigerung, die allerdings erst nach 48 Std ein- 
trat. Diese Tendenz zu niedrigeren Dosen machte sich auch bei p-Amino- 
benzoesiure unliebsam bemerkbar, das Wirkungsoptimum diirfte hier 
erst bei etwa 0,1 y/cm® zu suchen sein. 


Von allen bisherigen Wuchsstoffen abweichend verhielten sich endlich 
d-Biotin und das Vitamin B,,, das in geléster Form zur Untersuchung 
vorlag (vgl. Abb. la mit Abb. 5). Schon ein Zusatz von 1 y/em3 Biotin 
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Abb. 5. d-Biotin. 


bewirkte nach urspriinglicher Beschleunigung eine deutliche Wachstums- 
hemmung. Das Optimum diirfte hier sogar noch niedriger als bei der. 
p-Aminobenzoesiure liegen (etwa 0,01 y/em’). Selbst Konzentrationen 
von 0,001 und 0,0001 y/em? wiesen noch erkennenswerte Unterschiede 
gegenitiber der Kontrolle ohne Wuchsstoffzusatz auf. Vergleicht man 
diese Ergebnisse mit denen bei anderen Objekten, z. B. Hefen (nach 
Rupotpu, 1948, sind 0,2 y/Liter Nahrlésung optimal), so finden wir auch 
hier iibereinstimmend die Tendenz zur ,,Spurenwirksamkeit‘. Das End- 
glied dieser Reihe bildet das Vitamin B,,, das bereits in einer Konzen- 
tration von 0,1 y/em* Nahrlésung toxisch wirkte und sein Optimum erst 
bei 0,01—0,001 y/cm3 aufwies. Auch ein B,,-Konzentrat der Uvocalwerke 
(Hamburg) steigerte die Teilungsgeschwindigkeit der Testobjekte ganz 
wesentlich (Abb. 1c). Doch war hier eine Konzentration von 0,1 y Bayem? 
noch nicht letal, wenn auch die Uberdosierung wachstumshemmend 
wirkte. Allerdings mufte ich mich hier auf die Mengenangaben der Her- 
stellerfirma verlassen. 
Abb. 1b zeigt dann schlieBlich noch das Verhalten der Testobjekte in 
Gegenwart aller bisher besprochenen B-Faktoren, jedoch abwechselnd 


Individuenzah/ nach 72h 


Individuenzah/ nach 72% 


700 


25 


700 


306 


G. KREITMAIER: 


ohne und mit B,,. Die zusitzliche Wirkung des B,, war bei Konzen- 
trationsstufe I mit 0,02 y/em® B,, scheinbar so giinstig, daB die Indi- 
viduenzahl nach 72 Std noch wesentlich héher als im Vitaminmedium 
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Abb. 4. Cholinchlorid. 


75 


50 


0 - - - 
7 m0" = 1x10 noe n0* 


Abb. 6. Inosit. 
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ohne B,. war. Kleinere Zusitze 
waren dagegen nicht von nennens- 
werter Bedeutung. 

Soviel die bisherigen Versuche 
erkennen lieBen, diirften auch die 
,, Nebenvitamine‘‘ Inosit und Cholin 
als wichtige Wachstumsstimulan- 
ten gelten (Abb. 4 und 6). Parallel- 
versuchezeigten beiersterem gleich- 
falls eine Verschiebung des Optimal- 
bereiches zugunsten einer groBeren 
Wuchsstoffmenge bei steigender 
Versuchstemperatur (vgl. dazu Be- 
richt iiber B,). Die Abhangigkeit 
der Wuchsstoffwirkung von anor- 
ganischen Stoffen wurde beim Inosit 
durch Ansetzen einer KNop-Lésung 
ohne KH,PO, nachgewiesen. Zu- 
gaben von 10 bzw. 1 y/em® Rein- 
inosit waren vollig negativ, obwohl 
auBer dem Phosphat-Ion alle vor- 
her gebrauchten Stoffe anwesend 
waren. In diesem Zusammenhang 
sei auf die Untersuchungen von 
KirkKWwoop und Puiuuies (1946, 
zit. nach RupoLpH 1948) hinge- 
wiesen, die durch Substitution der 
OH-Gruppen des Inosits mit Chlor- 
atomen eine Umkehr der wachs- 
tumsfordernden Wirkung erzielten, 
die durch Inositgaben wieder be- 
seitigt werden konnte. Alle diese 
Befunde deuten meines Erachtens 


auf eine Esterbildung zwischen Inosit und Phosphorsiure im K6rperstoff- 
wechsel hin, Erst dieser Ester diirfte als der endgiiltige sekundire Wuchs- 


stoff angesehen werden. 


Die Wuchsstoffwirkung der Aminosiuren ist abgesehen von weiteren 
Moglichkeiten wohl zum Teil mit dem N-Bedarf der Organismen ver- 
kniipft. Schon vor 20 Jahren hat Lworr (1932) festgestellt, daB mit 
zunehmender morphologischer Entwicklung der Protozoen auch ihr 
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Anspruch an Nahrstoffen zur EiweiBsynthese steigt. Es war deshalb von 
besonderem Interesse, Aminosiuren in den Bereich der Untersuchungen 
einzubeziehen und vorerst einmal ihr spezielles Verhalten bei Para- 
maecium zu testen. Die Abb. 7—9 
zeigen, daf auch hier die Konzen- 
tration des Kulturmediums eine 
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Abb. 7. Abb. 8. p-Aminobenzoésiure, 1-Histidin- 
B-Alanin, Argininchlorid, l-Asparagin. monochlorhydrat. 


groBe Rolle spielt. In guter Ubereinstimmung mit spiteren, in dieser 
Arbeit nicht mehr erwahnten Befunden, kann dabei angenommen werden, 
daB Sdureamide fiir Paramaecium weniger toxisch wirken als die ent- 
sprechenden nichtsubstituierten 100 
Aminosauren selbst. Sie konnen 

-" 
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Abb. 9. 1-Glutaminsaure, 1-Cysteinhydrochlorid. Abb. 10. Glutathion, Casein. 


daher auch in héheren Dosen verabreicht werden (vgl. dazu Bericht 
iiber Glutaminsdure und Glutamin bei RUDOLPH, 1948). 


Noch empfindlicher als auf unsubstituierte Aminosiuren reagierten 
die Versuchstiere auf Cystein, wahrscheinlich durch deren SH-Gruppe 
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bedingt. 10 y/em? waren zumeist von toxischer Wirkung. Vielleicht 
kénnte damit der Befund von Goutp (1944, zit. nach RupoLPH 1948), 
demzufolge Glutathion anregend, sein Bestandteil Cystein hemmend auf 
das Bakterienwachstum wirken soll, eine Erklaérung finden. Vergleicht 
man nimlich Abb. 10 mit Abb. 9, so erkennt man, daB die gleiche Menge 
Glutathion keineswegs toxisch wirkte. Das Tripeptid enthalt ja neben 
Cystein auch noch Glykokoll und Glutaminsiure, die relative Menge des 
gefahrlichen® Anteils ist also hier bedeutend geringer. 

Im Gegensatz zum Cystein und den meisten der itibrigen Aminoséuren 
stand schlieBlich noch ein zusammengesetzter EiweiBkérper, das Casein, 
welches noch in einer Dosis von etwa 1000 y/em* geboten werden konnte 
(Abb. 10). Die weitgehende Unléslichkeit diirfte hier wohl mit ein Grund 
fiir die groBe Vertraglichkeit dieses Stoffes sein. 


2. Der Einflup der Aminostéuren auf die optimale Wuchsstoffwirkung — 

| der B-Vitamine. 

Im Jahre 1935 gelang es erstmalig, nihere Einzelheiten iiber das Zu- 
sammenspiel von Vitaminen und Aminosiuren im Wachstum niederer 
Organismen festzustellen. Nachstehend soll dem Einflu8 des Zusatzes 
verschiedener Aminosauredosen auf die Verainderung der Optimalwir- 
kung der Vitamine nachgegangen werden. 


Ausgehend von einer annahernd optimal befundenen Vitaminmenge wurden 
3 Konzentrationsstufen (10, 1 und 0,1 y/em*) von 6 verschiedenen Aminosauren 
zugesetzt und die Wirkung dieser Wuchsstoffkombinationen mit der des Vitamins 
und der Knopschen Lésung verglichen. In gleicher Weise war auch das B,,-Kon- 
zentrat (reines B,, stand damals noch nicht zur Verfiigung), das Tripeptid Gluta- 
thion und das Phosphorproteid Casein zur Untersuchung einbezogen worden. 
AuBerdem wurden probeweise 2 Vertreter der B-Vitamine, die Pantothensaure 
und die p-Aminobenzoesiure, an Stelle der Aminosiuren verwendet; die Panto- 
thensiure deshalb, weil sie als Dipeptid angesehen werden kann, die p-Amino- 
benzoesiure darum, weil ihr Verhalten im Konzentrationsgefalle gegeniiber an- 
deren B-Vitaminen interessierte. 

Die Abb. 11—13 zeigen die Ergebnisse, welche im Versuche mit der 
jeweils giinstigsten der 3 gepriiften Zusatzkonzentrationen von 10, 1 und 
0,1 y/em$ der zu priifenden Stoffe erzielt wurden. In den Diagrammen. 
der Abb. 11, 12 und 13 sind keine Konzentrationsangaben der Amino- 
siiuren gemacht; sie sollen weiter unten erlautert werden. Jedem Vitamin 
entspricht dabei eine Saiule, auf der der Liinge nach die Vermehrungsrate 
von 10 Tieren in 72 Std bei Zugabe der Aminosiiuren eingetragen ist: Die 
Bezeichnung der Zusatzwuchsstoffe ist abgekiirzt worden (Erliuterung 
hierzu 8. 301). Schwankungen der Kontrollwerte (KNop 0,01% ohne 
Wuchsstoffzusatz) sind durch schwarze Felder gekennzeichnet. 

Die besten Ergebnisse mit mittlerer und kleiner Aminosiuredosis 
(1 baw. 0,1 y/em’) brachten ohne Zweifel Arginin und Alanin. Asparagin, 
Histidin, Glutaminsiiure dagegen waren mit einer Zusatzdosis von 
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10 y/em? in der Regel wirkungsvoller. Entsprechend der Einzelwirkung 
des Cysteins verursachten 10 y/cm? dieser Aminosiure auch in Gegen- 


wart eines Vitamins denTod 
der Versuchstiere. Auch bei 
kleineren Cysteinzusatzen 
waren die Erfolge meist sehr 
gering, teilweise trat sogar 
eine Verschlechterung der 
urspriinglichen Wirkung 
ein. Letzteres wurde iibri- 
gens auch im Folsaure- und 
Cholinmedium nach Glu- 
 tathionzusatz festgestellt. 

Das Verhalten der p- 
Aminobenzoesiure im Kon- 
zentrationsgefalle gegen- 
uber den anderen Vitami- 
nen deutete darauf hin, daB 
hier ebenfalls, wie bei der 
EKinzelwirkung, nur geringe 
Mengen fiir das Testobjekt 
ertraglich zu sein scheinen. 
Dosen mit 10y/cm*erwiesen 
sich in allen Vitaminlosun- 
gen, ausgenommen B,, als 
wachstumshemmend. Fol- 


saiure- und biotinhaltige Me- . 


dien reagierten tiberhaupt 
kaum auf Zusitze von p- 
Aminobenzoesaure,dasCho- 
linmedium ausgesprochen 
negativ. 

Aus den Vermehrungs- 
ziffern im Vitaminmedium 
mit den6untersuchten Ami- 
nosduren ergibt sich, daB 
Asparagin und Arginin ge- 
hauftanerster, bzw. zweiter 
Stelle stehen. Nur bei Nico- 
tinsiureamid beginnt die 
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Abb. 11. Zusammenwirken von Vitaminen (B,, B, und B,) 


und Aminoséuren. 
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Abb.12. Zusammenwirken von Folsiure, d-Biotin, Vita- 
min B,, (als Konzentrat) mit Aminosiuren. 


Reihe mit der unsubstituierten Glutaminsiure; hier steht, von Cystein ab- 
gesehen, Asparagin an vorletzter, Arginin an letzter Stelle. Es ist nahe- 
liegend, die giinstigsten Fille mit dem ,,Amino-carboxyl-Verhaltnis“ des 
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Kulturmediums in Verbindung zu bringen, das, von weiteren Méglich- 
keiten abgesehen, doch wiederum die Aciditat, bzw. Alkalitat des Kultur- 
mediums zu regulieren vermag. Auch das von RupoLPH (1948) mehrmals 
genannte NH,-Ion diirfte in dieser Richtung wirksam sein. 


eer, Die hier nur in wenigen Versuchen 

Nsa+ Ca gemachten Beobachtungen lassen 

iM ae natiirlich vorerst noch keine Verall- 
Neos Ht gemeinerung zu. Sie gewinnen jedoch 

an Wert, wenn wir z. B. die Befunde 

Nsa+ Pa von Kraut (siehe LEHNARTZ 1947, 

Nsa+ Ab S. 276, Tab. 45) bei Proteasen heran- 


ziehen. LieB sich doch auch bei letz- 
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Abb. 13. Zusammenwirken von Nicotinsiiureamid, Inosit, Cholin mit Aminosiuren. 


teren eine deutliche Abhangigkeit der Fermentwirkung von NH,- bzw. 
COOH-Gruppen feststellen. Untersuchungen auf wesentlich breiterer 
Basis kénnten die biologischen Zusammenhinge der B-Vitamine und 
Aminosiiuren wohl noch eindeutiger kliren. 


3. Natiirliche Wirkstoffextrakte und unbekannte Wuchsstoffe. 

Von amerikanischen Autoren sind in den letzten Jahrzehnten mehr- 
mals unbekannte und scheinbar lebensnotwendige Faktoren fiir das 
Wachstum der Protozoen, besonders bei parasitischen Flagellaten, wie 
Trypanosoma-, Leishmania-, Eutrichomastix- und Trichomonas-Arten 
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beschrieben worden. Einzelheiten und Literaturangaben hieriiber bringt 
_ Hatt (1943), der allerdings auch dazu bemerkt, da®B nicht alle Berichte 
_vollkommen einwandfrei sein diirften. ; 

Meine eigenen Versuche sollten nun keineswegs zur Auffindung neuer Wuchs- 
stoffe dienen, sondern nur einen Vergleich der vermehrungsférdernden Wirkung 
der vorstehend verwendeten Substanzen mit natiirlichen Extrakten aus Hefen; 
Schimmelpilzen und tierischen Organen ermdéglichen. Die hierzu verwendeten Roh- 
stofie wurden mit 50% Alkohol im Soxhlet extrahiert und auf ein bestimmtes 
Volumen eingeengt. Da jeweils immer dieselbe Gewichtsmenge mit einer bestimm- 
ten gleichen Menge des Lésungsmittels behandelt wurde, waren simtliche Extrakte 
untereinander vergleichbar. Einzelheiten hiertiber seien der Arbeit J. RerrrncEers 
vorbehalten. Kine Konzentrationsabstufung wurde in der Regel nicht durchgefiihrt. 
Die fltissigen Extrakte (jeweils 0,05 cm*) wurden mit 10 cm? Knop-Liésung ver- 
diinnt (1 Teil Extrakt auf 200 Teile Knop-Lésung). 

Die in Abb. 14 dargestellte Wirkung von Extrakten der Holzzuckerhefe 
Torulopsis utilis zeigte eine eindeutige Abhiingigkeit vom Alter des Prapa- 
rates. Wahrend ein frischer Rohextrakt sechsfache V ermehrungssteigerung 
gegeniiber der Kontrolle (Knop 0,01%) ergab, konnte nach dreiwéchiger 
Lagerung des Praparates nur noch eine dreifache Vermehrungssteigerung 
festgestellt werden. Es ergab sich somit durch Alterung des Priaparates, 
zum Teil vielleicht auch durch Lichteinwirkung bedingt, ein Wirkungs- 
verlust von durchschnittlich 50%. Diese Feststellung diirfte fiir die Be- 
urteilung des aus Toruwlopsis utilis dargestellten sogenannten ,, Vitamin T* 
(Originalpraiparat von Herrn Prof. W. GortscH) von Bedeutung sein, 
das zur Zeit des Versuches etwa 4 Wochen gelagert war. 


Genauere Untersuchungen tiber die Ursachen dieser ,,Alterserscheinungen‘ von 
Hefe-Extrakten wurden nicht angestellt. Es ist nicht ausgeschlossen, daB die Wir- 
kungsminderung auf eine Luftinfektion zuriickzufiihren war. 


Abb. 14 laBt weiterhin die Wirkung frischer Rohextrakte aus Bierhefe, 
Gerstenkeimlingen, zwei Pilzen, sowie aus Herz, Leber und Niere ver- 
schiedener Tiere erkennen. Die ersten beiden Extrakte tibertrafen in ihrer 
Wirksamkeit den aus J'orulopsis noch bei weitem und dirften vielleicht 
mit zu den besten natiirlichen Wirkstoffkombinationen zahlen. Auch die 
iibrigen Organ- und Pilzrohextrakte erreichten diese auBergewohnlichen 
Vermehrungsziffern in keiner Weise. Erwahnt sei jedoch noch das Ver- 
halten zweier Rohextrakte (Leber von Hsox luctus, Herz von Bos taurus) 
und deren Innen- und Aufendialysate. Wahrend die Innendialysate die 
Versuchstiere in nahezu gleicher Weise beecinfluBten, waren die Roh- 
extrakte und deren AuBendialysate von recht unterschiedlicher Wirkung. 
Wir diirfen also keineswegs annehmen, daB alle Substanzen, welche die 
Natur in ihren Rohstoffen vereinigt, genau so harmonieren miissen wie 
bei Bierhefe und Gerstenkeimen. Die Dialyse vermag deshalb unter Um- 
stinden eine wesentliche Steigerung der Wuchsstoffaktivitét herbei- 
zufiihren. Diese Erfahrungen mahnen zur Vorsicht vor Verallgemeine- 


rungen; man wird in jedem Einzelfall nachpriifen miissen, sae welchen 
aN 
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Bedingungen eine Steigerung der vorhandenen Wirkstoffaktivitat zu 
erzielen ist. 


III. Diskussion der Versuchsergebnisse und weitere Versuche. 


1. Bakterienwachstum und Individuenzahl. 


Durch den Wirkstoffzusatz wird selbstverstindlich auch das Bakterien- 
wachstum des Kulturmediums stark angeregt. Da Paramaecium cau- 
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Abb. 14. Wirkung von Extrakten verschiedener natiirlicher Herkunft. 
Konzentration: 1 Teil Extrakt auf 200 Teile KNop-Lésung 0,01%. 


datum ein ausgesprochener Bakterienfresser ist, kénnte die beobachtete 
Erhohung der Teilungsrate allein schon durch das reichlichere Futter- 
angebot zu erkliiren sein. Aber es wire auch méglich, daB daneben noch 
eine unmittelbare Beeinflussung durch das Wirkstoffangebot selbst in 
Betracht zu ziehen ist. Dai diese Frage nicht leicht zu beantworten ist, 
zeigen die Versuche mit p-Aminobenzoesiure. Hier bevorzugten die Para- 
maecien offensichtlich geringere, die Bakterien dagegen héhere Wuchs- 
stoffdosen. Folgen wir den Ausfiihrungen RicHarps (1941, dort weitere 
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Literatur), dann werden die Verhaltnisse noch komplizierter. Dieser be- 
vichtet naémlich von Versuchen, bei denen auch das Verhiltnis ,.Bak- 
terien : Protozoen* als wachstumsbeeinflussend befunden wurde. 

Um das Abhangigkeitsverhaltnis der Individuenzahl von Bakterien und deren 
Stoffwechselprodukten in einem Versuche noch eingehender nachzupriifen, wurden 
3 verschiedene Lésungen jeweils gleicher Wuchsstoffkonzentration (Nicotinsaure- 
amid 1, 10, 100 und 1000 y/cm*) getestet. Lésung 1 wurde frisch zubereitet, Losung 3 
war 5 Tage vorher hergestellt und nach Luftinfektion im Thermostaten bei 28° C 
gehalten worden. Die durch Bakterien verursachte Triibung wurde bei Versuchs- 
beginn im LancEschen Colorimeter gemessen; sie betrug bei 1000 y/em? Nicotin- 
sdureamid 26 mV, bei 100 y/em* 3 mV, bei 10 und 1 y/cm* 0 mV. Ein Teil der Lé- 
sung 3 wurde mit Hilfe eines Bakterienfilters bakterienfrei gemacht, so daB sie 
nur Bakterienstoffwechselprodukte enthalten konnte (Lésung 2). Damit waren 
also fiir jede der Wuchsstoffkonzentrationen 3 verschiedene Bedingungen vorhanden: 

1. eine bakterienfreie frische Lésung, 2. eine bakterienfreie Lésung mit den ent- 
sprechenden Bakterienstoffwechselprodukten, 3. eine durch Bakterien bereits ver- 
unreinigte Lésung. 

Die Lésungen 1, 2 und 3 wurden in iiblicher Weise getestet (Abb. 15). Durch das 
Kinsetzen der Tiere bei Versuchsbeginn erfuhren natiirlich alle Lésungen eine ge- 
tinge Verunreinigung mit Bakterien, die sich wahrend der Versuchsdauer ver- 
mehrten; der Grad der Vermehrung war jedoch auf Grund der Vorbehandlung der 
Kulturlésungen verschieden. 

Bei einer Konzentration von 1 y/em* Nicotinséureamid war noch kein 
Vermehrungsunterschied der Tiere zwischen frischer Lésung (1) und solcher 
mit nur geringfiigigen Bakterienstoffwechselprodukten (2) zu erkennen. 
Die in Lésung 3 bereits bei Versuchsbeginn vermehrt vorhandene Bak- 
terienanzah| geniigte dagegen schon, um eine etwas stairkere Zunahme 
an Individuen zu bewirken. Bei 10 y/em* war die Anzahl der Paramaecien 
in allen 3 Loésungen erhéht; ganz besonders stark war das bei Lésung 2 
der Fall, die neben den iiblichen Substanzen bei Versuchsbeginn vor- 
wiegend bakterielle Stoffwechselprodukte enthielt. Die Konzentration 
letzterer dirfte etwa 10mal so groB wie jene der 1 y-Dosis gewesen sein. 
Diese giinstige Wirkung auf die Vermehrung der Versuchstiere la8t ver- 
muten, daf auch Bakterienstoffwechselprodukte in geeigneter Konzen- 
tration wachstumsanregend wirken. Widersprechend ist allerdings, daf 
bei Anwesenheit der entsprechenden Bakterienmenge selbst eine ahnliche 
Vermehrung der Paramaecien nicht zu beobachten war. Bei 100 y/cm? 
Nicotinséureamid zeigt Lésung 2 gegeniiber der entsprechenden bei 
10 y/cm? Nicotinséureamid etwas verminderte Wirkung, das Wachstum 
war aber immer noch bedeutend starker als in frischer Wuchsstofflésung. 
Lésung 2 und 3 wiesen gleiche Individuenzahl auf. Nach urspriinglich 
stirkerer Vermehrung trat bei dieser relativ hohen Wuchsstoffdosis nach 
48 Std eine geringe Wachstumshemmung zutage. Hine Maximaldosis von 
1000 y/em? Nicotinsiureamid verursachte schlieBlich sowohl in Lésung 2 
als auch 3 den Tod der Versuchstiere. In frisch zubereiteter Losung 
gleicher Konzentration konnte dies zwar nicht beobachtet werden, doch 
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war das Wachstum hier noch geringer als bei der schwiachsten Nicotin- 
siiureamiddosis. Auch bei den friiheren Versuchen mit Nicotinsaure- 
amid war bei den héheren Konzentrationen vermehrte Neigung zu Wachs- 
tumshemmung und Toxizitét zu bemerken. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, da erhéhte Paramaecien- 
Zahlen nicht allein durch eine vermehrte Bakterienanzahl ausgelost wer- 
den. Gesteigertes ,,Futterangebot bei Versuchsbeginn erlaubt gewohn- 
lich nur einen ,,besseren Start“ fiir die Versuchsobjekte, deren Vorsprung 
innerhalb der kurzen Versuchsdauer aufrechterhalten bleibt. Letzten 
Endes ist es aber auch die Kon- 
zentration der Wuchsstofflésung 
sowie die Konzentration der 
Bakterienstoffwechselprodukte, 
wahrscheinlich auch das Krafte- 
verhaltnis (Anzahl der vorhan- 


Abb. 15. Wirkung von frischer Lésung (wei8e Saulen), denen Lebewesen) zwischen 


Lésung mit Stoffwechselprodukten von Bakterien(ge- Bakterien und Paramaecien, 
strichene Siulen) und mit Bakterien verunreinigter ; 
Lésung (schwarze Siiulen) bei verschiedener Konzen- W elche den Wachstumserfolg 


tration von Nicotinsiureamid. daneben bestimmen. 


2. Wuchsstoffwirkung und Wuchsstoffkonzentration. 


Wie alle hier beschriebenen Versuche gezeigt haben, war eine Wachs- 
tumsanregung des Testobjektes jeweils immer von bestimmten Wuchs- 
stoffmengen im Kulturmedium abhangig. Dieser Wirkungsbereich der 
einzelnen Wuchsstoffe war, soweit im Versuche gepriift, bei einer Reihe 
von Substanzen annihernd gleich, andere wiederum erforderten jedoch 
abweichende Konzentrationen. Erhéhungen der Wuchsstoffdosis iiber 
ihren spezifischen Wirkungsbereich hinaus verursachten Wachstums- 
hemmung, im extremen Falle sogar toxischen Effekt. Um diese einzelnen 
Verhiltnisse miteinander vergleichen zu kénnen, sollen die untersuchten 
Wuchsstoffe noch einmal gegeniibergestellt werden (Abb. 16). 

Das aus Abb. 16 ersichtliche Verhalten des Testobjektes in bezug auf 
die Konzentration verschiedener Wuchsstoffe ist letzten Endes wohl nur_ 
das sichtbare Zeichen einer Reihe von Gegebenheiten, die im einzelnen 
in komplizierter Weise ineinandergreifen diirften. 

Schon JANKE (1939) hat versucht, hier Einblick zu gewinnen und glaubt, da 
Wachstumsbegiinstigungen bei niederen Organismen in dieser Hinsicht schon durch 
bloBe Milieuverinderungen, wie z. B. durch Verschiebung des Redox-Potentials, 
durch Anderung des py-Wertes, der Viscositiét und der Oberflichenspannung 
bewirkt werden kénnen. Auch manche anscheinend als Wuchsstofte fungierende Sub- 
stanzen diirften nach JANKE nur Bausteine der eigentlichen, im lebenden Organis- 
mus selbst gebildeten Wuchsstoffe sein. 

Unter diesem Gesichtspunkt betrachtet, sind es offensichtlich die mitt- 
leren und besonders héheren Dosen, welche solche Umweltsveriinderungen 
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herbeifiihren diirften. Ob allerdings auch bei Wuchsstoffen mit , Spuren- 
wirksamkeit“ diese Erklarung ausreichen diirfte, mag dahingestellt sein. 


3. Wuchsstoffwirkung und AuBenfaktoren. 

Die vorstehend genannten Wirkungsbereiche der einzelnen Wuchs- 
stoffe sind jedoch keineswegs als konstante und unabinderliche GréBen 
hinzunehmen. Wie bei der Besprechung des B, und des Inosits bereits 
gezeigt wurde, bewirken schon verhiltnismafig geringe Temperatur- 
schwankungen Anderungen des ,,Optimalbedarfes“ und gegebenenfalls 
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Abb. 16. Wirkung verschiedener Konzentrationen der B-Vitamine und Aminosiuren. Schwarzes 
Feld: standige Vermehrungszunahme (nur soweit im Versuch gepriift eingezeichnet!). H = sofortige 
oder nach 48 Std eingetretene Hemmwirkung. L = Toxizitaét bzw. Letalwirkung. 


auch ein anderes Verhalten der Testobjekte gegentiber h6heren Wuchs- 
stoffkonzentrationen. Diese Erscheinungen sind ohne weiteres verstiand- 
lich, da ja Wachstumsvorgiinge nicht vom Kulturmedium allein, sondern 
auch von Temperatur, Licht, Luftsauerstoff und anderen AuBenfaktoren 
beeinfluBt werden. Die Beeinflussung der Teilungsrate und somit auch 
des Wachstums durch die Temperatur allein ist in Abb. 17 dargestellt 
{zeitlich aufeinanderfolgende Versuche bei 4 verschiedenen Tempera- 
turen in Knopscher Lésung (ohne Zusatzstoffe)]; 28° C erwiesen sich als 
optimal. 

Nachdem also der Temperatur eine ziemlich wichtige Rolle bei der Beurteilung 
aller Wuchsstoftversuche zufallen diirfte, ist von einem Hinflu8 des Lichtes auBer 
bei chlorophyllfithrenden Arten (vgl. Hai 1941) weniger zu erwarten. Uber Be- 
einflussungen des Wachstums chlorophyllfreier Arten durch das Licht ist m. W. 
bisher auch noch wenig bekannt. Eigene Versuche brachten ebenfalls keine nennens- 
werten Ergebnisse. Trotzdem diirfte es sich von Vorteil erweisen, Lichteinwirkungen 
in Anbetracht der Lichtempfindlichkeit mancher Wuchsstoffe auszuschalten. 

Eine Einbeziehung des Luftsauerstoffes in die Betrachtung der Ver- 
suchsergebnisse ist notwendig, wenn mit Kulturmedien verschiedener 
Sauerstoffspannung gearbeitet wird. So schreibt Hair (1941), dal das 
Wachstum von Colpidiwm campylum bei verringerter Sauerstoffspannung 
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nahezu um die Hialfte geringer war als unter normal aeroben Verhalt- 
nissen; auch bei Glaucoma piriformis und Chilomonas paramaecium wurde 
ein solcher Wachstumsriickgang beobachtet. 


4. Wachstum und Individuum. 


Neben den durch AufBen- und Inneneinwirkungen verursachten ver- 
schiedenen physiologischen Zustiinden der Einzelindividuen ist im Wachs- 
tum wohl aller Protozoen eine gewisse Rhythmik zu beobachten, die zum 
Teil durch AuBenbedingungen verursacht wird, jedoch nicht ausschlieB- 
lich damit erklart werden kann. Maximale Vermehrungszeiten wechseln 
ab mit Ruheperioden. Fiir die Ciliaten z. B. sollen sich so zwei jahres- 
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Abb. 17. Einflu8 der Temperatur (je 10 Ausgangstiere). 


zeitlich bedingte Maxima, eines im Dezember und Januar, das andere im 
Mai und Juni ergeben (Hatt 1941). Inwieweit diese periodischen Wachs- 
tumsphasen zu beeinflussen sind, ist bisher noch nicht bekannt. Auf alle 
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Abb. 18. Schwankungen der Entwicklung in verschiedenen Jahreszeiten. Temperatur 20—23° 0 
(je 10 Ausgangstiere). ; 


Fille miissen sie vorerst einmal bei der Bewertung der Wachstumsver- 
suche beriicksichtigt werden. Dies ist hier zwar in den zeitlich gleichen 
Kontrollen angestrebt worden (Abb. 18 zeigt, welchen Schwankungen 
diese unterworfen waren!), doch lassen sich gewisse Unsicherheiten damit 
nicht giinzlich vermeiden. 


Die Festlegung des durchschnittlichen Wachstums findet ihren Aus- 
druck durch die Anzahl der Teilungen in einer bestimmten Zeiteinheit. 
Diese durchschnittliche Teilungsfrequenz ist aber letzten Endes das 
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Ergebnis des physiologischen Gesamtzustandes der Einzelindividuen und 
_ dieser wiederum das Endresultat aller wirksamen Innen- und AuBen- 
faktoren. Beriicksichtigen wir ferner die wohl zum Teil ererbten Merk- 
malen entspringenden ,,individuellen Variationen‘ (FRENcH 1940), dann 
ware es verfehlt, optimalem Wachstum nur eine einzige Ursache unter- 
schieben zu wollen. Die Gegenwart eines Wuchsstoffes mag fiir uns so 
_ nur ein Anla8 sein, der eine Auslésung von Vorgiingen zur Folge hat, die 

in ihrer Gesamtheit Wachstum und Vermehrung erkennen lassen. Das 
Problem der ,,Lebensnotwendigkeit‘‘ oder , Nichtlebensnotwendigkeit*‘ 
eines Wuchsstoffes sollte mehr als bisher diese Uberlegung_beriick- 
sichtigen. Man sollte nicht sagen, dieser oder jener Stoff ist notwendig, 
sondern vielmehr: vermag dieser Stoff Gegebenheiten zu schaffen und 
Reaktionen auszulésen, die normales Wachstum erméglichen? Gehen 
wir von diesem Standpunkt aus, dann fallt die Frage einer angeblichen 
, Spezifitat’’ mancher Wuchsstoffe von selbst in sich zusammen und wir 
begreifen, wie uns eine Fiille von Arbeiten bereits bewiesen hat, daB 
Derivate von Wuchsstoffen und oft ganz anders geartete ,,Pseudowuchs- 
stoffe die urspriingliche Wirkung eines Wuchsstoffes iibernehmen 
k6nnen. 


In diesem Sinne wollen letzthin auch meine eigenen Versuchsergebnisse 
betrachtet werden. Sie zeigen nur das Gesamtverhalten einer kleinen 
Anzahl Vertreter einer Art, bringen daher sowohl das Verhalten eines 
einzelnen Individuums wie auch das der ganzen Art nicht véllig zum 
Ausdruck. Schwankungen und Veranderungen, sowie oft widersprechende 
Ergebnisse in Wachstumsversuchen, deuten vor allem darauf hin, daB 
wir gegenwartig noch nicht in der Lage sind, alle wachstumsbeeinflussen- 
den Faktoren zu tibersehen und zu kontrollieren. Wollten wir die Ge- 
samtheit dieser Faktoren sowie ihre Beziehungen untereinander erfassen, 
dann miiRten wir das Wesen des Lebens selbst zuerst erkannt haben. 
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Aufnahmebedingungen. 


Die Arbeit mu8 dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich 
_ Neues bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden 
aus. 


Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und véllig druckfertig sein; 
andernfalls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im 


Satz miissen auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 


Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig 


in Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 


Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere 


die Reproduktion von Photos. 


Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 


gebracht werden. 
Selbstandige kritische Sammelreferate tiber einzelne Gebiete sind erwinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang 


von im, allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Die Zellteilung als Plasmateilung : 
~ Von Professor Dr. Anton Mihldorf, Wien. Mit 79 Textabbildungen. VIII, 194 Sei- 
ten. 1951. ; DM 19.70 


Aus den Besprechungen: Die vielen Fragen, die tiber den in zahlreichen Varianten 
‘sich abspielenden ProzeB der Plasmateilung noch offen stehen, wurden in den letzten 
Jahrzehnten vollkommen tiberschattet durch das Interesse, das die Mitoseforschung fiir 
sich in Anspruch nahm. Und doch ist ja die Zellteilung nicht allein Kernteilung, sondern 
auch Plasmateilung. Es ist daher eine sehr gesunde und begriiBenswerte Reaktion 
gegen einseitige Betrachtungsweise, wenn Mihldorf das Licht nun von den Vorgingen 
am Kern einmal ab- und auf die im Cytoplasma zublendet. Diese Anderung in der Blick- 
richtung ist auch zeitgemaiB selbst vom Standpunkt des Genetikers aus, der sich in 
steigendem Mafe fiir die Plasmagene zu interessieren beginnt. Nicht nur dem Karyo- 
logen, sondern auch dem Cytoplasmatiker mag diese verdienstvolle Monographie eine 
erfreuliche Uberraschung bieten, denn sie zeigt ihm, wie reich — trotz aller Vernach- 
lassigung — die Literatur tiber die Plasmateilung heute schon ist. Auf dieser keineswegs 


schmalen Basis, die Miihldorf liebevoll beleuchtet hat, wird nun wieder weiter auf- 


a3 
‘gebaut werden. ,, Protoplasma 
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Fortschritte der Botanik 


Begriindet von Fritz von Wettstein 


Unter Zusammenarbeit mit mehreren Fachgenossen 
und der Deutschen Botanischen Gesellschaft 
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Dreizehnter Band 


Bericht tiber die Jahre 1949—1950 
Mit 53 Abbildungen. IV, 387 Seiten. 1951. DM 42.— 
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A. Morphologie 


1. Morphologie und Entwicklungsgeschichte der Zelle. Von Professor Dr. L. Geitler, Wien. (Mit 
5 Abbildungen.) A 


2. Morphologie einschlieBlich Anatomie. Von Professor Dr. W. Troll und Professor Dr. H. Weber, 
Mainz. (Mit 27 Abbildungen.) 


3. Entwicklungsgeschichte und Fortpflanzung. Von Professor Dr. O. Jaag, Ziirich. (Mit 5 Abbildungenyy 
4, Sublichtmikroskopische Morphologie*. Von Professor Dr. A. Frey-Wyssling, Ziirich. 


B. Systemlehre und Pflanzengeographie 
5a, Systematik und Stammesgeschichte der Pilze. Von H. Kern, dipl. Naturwiss., Ziirich. (Mit 2 Ab- 
bildungen.) 
5b. Systematik der Spermatophyta. Von Professor Dr. J. Mattfeld t, Berlin-Dahlem, 
6. Paliobotanik*. Von Professor Dr. K. Migdefrau, Miinchen. 
7. Systematische und genetische Pflanzengeographie*, Von Professor Dr. F. Firbas, Goéttingen. 
8. er ae Pflanzengeographie. Von Professor Dr. H. Walter, Stuttgart-Hohenheim. (Mit 3 Ab- 
ildungen. s : 


9. Okologie. Von Professor Dr. Th. Schmucker, Hann.-Miinden. 


ee ©: 


~~ e@Rt # 


C. Physiologie des Stoffwechsels a 
10, Physikaliseh-chemische Grundlagen der biologischen Vorgiinge*. Von Professor Dr. EB. Binning, 
Tiibingen. ; 


11. Zellphysiologie und Protoplasmatik. Von Professor Dr. H.-J. Bogen, Marburg/Lahn. } 
12. Wasserumsatz und Stoffbewegungen. Von Professor Dr. B. Huber, Miinchen. (Mit 3 Abbildungen.) 
13. Mineralstoffwechsel. Von Professor Dr. H. Burstrém, Lund (Schweden). (Mit 1 Abbildung.) ’ 


14. Stoffwechsel organischer Verbindungen I. (Photosynthese*). Von Professor Dr. A. Pirson, Mar- 
burg/Lahn. 


15, Stoffwechsel organischer Verbindungen IT. Von Professor Dr. K. Paech, Tiibingen. 


D. Physiologie der Organbildung 
16. Vererbung. Von Professor Dr. H. Marquardt, Freiburg i. Br. (Mit 2 Abbildungen.) 
17, Cytogenetik*. Von Professor Dr. J. Straub, Kéln-Riehl. 
18. Wachstum und Bewegung*. Von Professor Dr. H, vy. Guttenberg, Rostock. 
19. Entwicklungsphysiologie*. Von Dr. A. Lang, Pasadena (Calif.). 


20. Viren. Bakteriophagen. Von Dr. W. Weidel, Tiibingen. (Mit 5 Abbildungen.) ia 
Sachverzeichnis. 


*) Der Beitrag folgt im Band XIV. 
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